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1 Einleitung 
Eine Literatursuche bei dem National Center for Biotechnology Information 
(NCBI, pubmed) nach Proteinfehlfaltungskrankheiten liefert über 35000 Ergeb-
nisse (Stand: 10.06.2014). Der älteste Artikel zu dieser Suchanfrage wurde 1945 
veröffentlicht und behandelt das Thema Amyotrophe Lateralsklerose. Heute sind 
die bekanntesten Proteinfehlfaltungskrankheiten vermutlich die neurodegene-
rativen Krankheiten Alzheimer, Parkinson, Chorea Huntington und Creutzfeldt-
Jakob. Doch auch die amyloide Polyneuropathie, Typ 2 Diabetes und sekundäre 
Amyloidosen gehören zu den Krankheiten, die durch fehlgefaltete Proteine ent-
stehen (1-4). Ebenso können Krankheiten durch die fehlerhafte Funktion, oder 
Regulation einzelner Proteine oder ganzer Kommunikationsnetzwerke ausgelöst 
werden. Fehlfunktionen einzelner Proteine können durch Mutationen in dem 
kodierenden Gen oder durch fehlerhafte Regulation der Genexpression entste-
hen. Treten diese Effekte erst in ausdifferenzierten Zellen auf, werden sie nicht 
vererbt. Nicht selten führen derartige Regulationsdefekte zur Entstehung von 
Krebs. 
Unser heutiges Wissen über Proteine und deren Wirkungsmechanismen 
erlaubt eine detaillierte Beschreibung vieler Prozesse in lebenden Organismen 
auf molekularer Ebene. Doch, wie erwähnt, wurde die Fehlfaltung von Proteinen 
zum ersten Mal bereits 1945 mit einer Krankheit assoziiert, zu einer Zeit als noch 
wenig über Proteine im Allgemeinen bekannt war. Im folgenden Abschnitt soll in 
Kürze auf wichtige Forschungsarbeiten an Proteinen vom Anfang der Biochemie 
bis heute eingegangen werden. 
 
1.1 Meilensteine der Proteinbiochemie 
Die Anfänge der Proteinbiochemie gehen zurück bis ins 19. Jahrhundert. 
Albrecht Kossel war einer der ersten Forscher, die sich grundlegend mit Protei-
nen beschäftigten. Er beobachtete, dass Proteine aus mindestens 19 unter-
schiedlichen Bausteinen aufgebaut sind, die alle dem Gerüst einer Aminosäure 
entsprechen, in ihren Seitenketten aber erhebliche chemische Unterschiede auf-
weisen können, wie das von ihm entdeckte Histidin. Für seine Arbeiten zum 
chemischen Aufbau von Proteinen erhielt Albrecht Kossel 1910 den Nobelpreis 
für Medizin. 
Einige Jahre später, 1926, konnte James B. Sumner Urease aus Riesen-
bohnen in kristalliner Form erhalten (5). Seine Ergebnisse gewannen an Überzeu-
gungskraft, als 1930 Trypsin und Chymotrypsin von John H. Northrop ebenfalls in 
kristalliner Form gewonnen werden konnten. 1946 erhielt James B. Sumner den 
Nobelpreis in Chemie für seine Arbeiten zur chemischen Natur der Enzyme 
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zusammen mit John H. Northrop und Wendell M. Stanley für die Präparation von 
Enzymen und Virusproteinen in reiner Form (6). Diese Arbeiten waren bahnbre-
chend für das heutige Verständnis über Proteine, da sie die Analyse von defi-
nierten, homogenen Proteinlösungen möglich machten. 
Linus Pauling konnte zeigen, dass die Peptidbindung planar sein muss. Aus 
theoretischen, quantenmechanischen Berechnungen zusammen mit experimen-
tellen Daten zu Bindungslängen und Mesomeriestabilisierung folgerte er, dass 
die Peptidbindung in Proteinen einen partiellen Doppelbindungscharakter besit-
zen muss, nämlich zu genau 40 % (7). Dadurch ist die Beweglichkeit einer 
Polypeptidkette stark eingeschränkt und durch die sterischen Ansprüche der 
Seitenketten der einzelnen Aminosäuren werden die strukturellen Freiheitsgrade 
eines Proteins stark verringert. Er stellte die These auf, dass die Amid-Protonen 
und die Carbonyl-Funktionen aller Amidbindungen in räumliche Nähe gebracht 
werden müssen, um Wasserstoffbrückenbindungen ausbilden zu können. Er 
schlug vor, dass -Helices und Faltblattstrukturen als Grundelemente entstehen 
müssen (8-10). Für seine Ergebnisse erhielt Pauling 1954 den Chemie-Nobelpreis. 
Zur gleichen Zeit untersuchte Vincent du Vigneaud die Herkunft von 
Schwefel bei der Präparation von Insulin und kam zu dem Ergebnis, dass der 
nachgewiesene Schwefel nur von Cystein stammt. Er zeigte, dass Cystein in 
Proteinen als Cystin vorliegen kann und dass die beiden Formen (reduziert und 
oxidiert) distinkte Auswirkungen auf die Aktivität von Proteinen haben (11, 12). 
Vigneaud wurde 1955 mit dem Chemie-Nobelpreis ausgezeichnet für seine 
Arbeit an biochemisch wichtigen schwefelhaltigen Verbindungen. 
Aufbauend auf das bisherige Wissen über Proteine und die einzelnen Be-
standteile, wollte Frederick Sanger aufklären, ob Proteine durch beliebige Ver-
knüpfung der einzelnen Aminosäuren entstehen. Er konnte zeigen, dass Insulin 
aus zwei getrennten Peptidketten mit 20 und 30 Resten besteht, die über Disul-
fidbrücken miteinander verbunden sind. Die Oxidation von Cystein-Resten läuft 
dabei nicht beliebig ab, sondern distinkte Cysteine bilden die jeweilige Disulfid-
brücke aus (13, 14). Frederick Sanger erhielt dafür 1958 den Nobelpreis in Chemie, 
da er zeigte, dass jedes Protein durch die Aminosäuresequenz definiert wird. 
Der nächste entscheidende Schritt war die Aufklärung der räumlichen Struk-
tur von Proteinen. 1958 berichtete John C. Kendrew die erste Kristallstruktur 
eines Proteins – Myoglobin (15). Zu der gleichen Zeit konnte Max F. Perutz die 
Struktur von Hämoglobin lösen (16). Für diese bahnbrechenden Arbeiten wurden 
die beiden 1962 mit dem Nobelpreis in Chemie ausgezeichnet. In den folgenden 
Jahren wurden weitere Kristallstrukturen von einfachen Proteinen gelöst. Die 
Komplexität von Proteinstrukturen nahm eine neue Dimension an, als die chemi-
sche Struktur von Antikörpern und der damit verbundene Wirkungsmechanismus 
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im Immunsystem aufgeklärt wurden. Für die Untersuchungen an Mehrdomänen-
proteinen und die Entschlüsselung des modularen Aufbaus erhielten Gerald M. 
Edelman und Rodney R. Porter 1972 den Nobelpreis für Medizin. 
Nachdem die ersten Proteinstrukturen bekannt waren, wurde eine andere 
Frage immer bedeutender: Wo und wie ist die Information über die räumliche 
Anordnung der Aminosäuren eines Proteins kodiert? In der ersten Hälfte des 20. 
Jahrhunderts konnten Anson und Mirsky sowie Lumry und Eyring zeigen, dass 
Proteine unter bestimmten Bedingungen denaturiert werden und dabei ihre 
Struktur verlieren (17-19). Cyrus Levinthal formulierte die Hypothese, dass Protein-
faltung ein gerichteter Prozess sein muss, der einem bestimmten Faltungsweg 
folgt, kein zufälliges Suchen und Finden der nativen Konformation (Levinthal 
Paradoxon) (20). Gemäß der thermodynamischen Hypothese zeichnet sich die 
native Struktur dadurch aus, dass sie unter den jeweiligen Bedingungen die 
höchste Stabilität aufweist. Christian B. Anfinsen zeigte an pankreatischer RNase 
(RNase A), dass die Aminosäuresequenz alleine dafür verantwortlich ist, dass ein 
Protein, das vollständig entfaltet wurde, spontan in seine native, katalytisch aktive 
Form zurückfalten kann. Selbst die Bildung der richtigen Disulfidbrücken findet 
dabei statt. Die oxidative Faltung eines Proteins ist zwar sehr langsam, kann 
jedoch durch zelluläre Enzyme dramatisch beschleunigt werden (21-23). In seiner 
Rede zur Annahme des Nobelpreises für Chemie 1972 folgerte Christian 
Anfinsen aus seinen Arbeiten: 
 
“The native conformation is determined by the totality of interatomic 
interactions and hence by the amino acid sequence, in a given 
environment.” 
 
Den Nobelpreis erhielt er zusammen mit Stanford Moore und William H. 
Stein für ihre Arbeiten über den Zusammenhang der chemischen Struktur und 
der katalytischen Aktivität im aktiven Zentrum von RNase A. 
Dass Proteine effizient und spezifisch arbeiten war bekannt, doch durch die 
Beobachtungen von John Cornforth, dass enzymkatalysierte Reaktionen stereo-
selektiv ablaufen (24-26), wurde das Denken über die Genauigkeit chemischer 
Reaktionen und grundlegender Stoffwechselprozesse revolutioniert. Er konnte 
damit das Schlüssel-Schloss-Prinzip, das 1894 von Hermann Emil Fischer 
(Nobelpreis in Chemie 1902) formuliert wurde, eindrucksvoll bestätigen und 
erhielt 1975 dafür den Nobelpreis in Chemie zusammen mit Vladimir Prelog. 
Ein großer Fortschritt in der Strukturbestimmung von Proteinen ist auf  
Herbert A. Hauptman und Jerome Karle zurückzuführen. Sie wurden 1985 mit 
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dem Nobelpreis für Chemie für die Entwicklung direkter Methoden zur Bestim-
mung von Kristallstrukturen ausgezeichnet (27, 28). Für die zweite wichtige 
Methode zur Strukturaufklärung, NMR (nuclear magnetic resonance), erhielt 
Richard R. Ernst 1991 den Chemienobelpreis (29-31). 
Dass die Funktionen von Proteinen auch nach der Synthese am Ribosom 
verändert werden können, wurde zum ersten Mal von Edmond H. Fischer und 
Edwin G. Krebs gezeigt (32). Am Beispiel der Phosphorylasekinase konnten sie 
nachweisen, dass reversible Modifikationen an definierten Aminosäureseiten-
ketten die Form und Aktivität von Proteinen orts- und zeitspezifisch verändern 
können. Für diese Entdeckungen wurden sie 1992 mit dem Medizinnobelpreis 
ausgezeichnet. 
Ein weiterer Aspekt der Bedeutung posttranslationaler Modifikationen wird 
bei der Zellteilung deutlich. Dabei müssen die korrekte Duplikation des Erbgutes 
und die fehlerfreie Verteilung der einzelnen Chromosomen auf Mutter- und 
Tochterzelle sichergestellt sein. Diese Regulation läuft über Proteinphosphory-
lierungen ab, die von cyclinabhängigen Kinasen während der einzelnen Zell-
teilungsschritte vermittelt werden. Für die Entschlüsselung der Hauptregulatoren 
des Zellzyklus erhielten Leland H. Hartwell, Tim Hunt und Sir Paul M. Nurse 2001 
den Nobelpreis für Medizin (33-35).  
Nicht nur innerhalb einzelner Zellen müssen Prozesse reguliert ablaufen, 
auch mit der Umgebung muss Stoffaustausch und molekulare Kommunikation 
stattfinden. Dies wird durch Kanäle und Rezeptoren in den Zellmembranen 
gewährleistet. 2003 wurde der Nobelpreis für Chemie an Peter Agre für die Ent-
deckung von Wasserkanälen und an Roderick MacKinnon für strukturelle und 
mechanistische Untersuchungen an Ionenkanälen verliehen (36, 37). 2012 wurden 
Robert J. Lefkowitz und Brian K. Kobilka für ihre Arbeiten zur Signalweiterleitung 
über Membranen durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit dem Nobelpreis für 
Chemie ausgezeichnet (38, 39). 
Diese Auswahl an Meilensteinen in der Erforschung von Proteinen verdeut-
licht wie wichtig ihre Funktion und deren Regulation sind. Damit Proteine richtig 
arbeiten können, müssen sie nach der Synthese am Ribosom ihre native Struktur 
einnehmen. Selbst intrinsisch entfaltete Proteine haben vermutlich keine willkür-
liche Struktur, sondern nehmen spätestens mit der Bindung an einen Inter-
aktionspartner eine definierte dreidimensionale Struktur ein. Somit faltet jedes 
Protein in eine physiologisch aktive Konformation. Der Prozess der Strukturaus-
bildung wird in dem Forschungsfeld der Proteinfaltung zusammengefasst. 
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1.2 Energetik und Kinetik der Proteinfaltung 
Besonders die theoretischen Überlegungen von Levinthal (20), dass Protein-
faltung kein zufälliges Ausprobieren aller möglichen Konformationen ist und die 
Experimente von Anfinsen (40), dass vollständig denaturierte Proteine ohne 
zusätzliche Hilfe in ihre native Form zurückfalten können, führten zu unzähligen 
Studien zum Mechanismus und zur Kinetik der Proteinfaltung.  
Nach der Synthese am Ribosom liegen alle Proteine als entfaltete Polypep-
tidketten vor und müssen zunächst in ihre korrekte dreidimensionale Struktur 
falten, um ihre biologische Aktivität ausüben zu können. Die natürliche Umge-
bung im Cytosol oder im endoplasmatischen Retikulum ist dicht gepackt mit 
anderen Proteinen und experimentell nur sehr schwer zugänglich. Daher stellen 
in vitro Experimente unter definierten Bedingungen die beste Möglichkeit dar, die 
Energetik und die Kinetik der Proteinfaltung zu analysieren. 
Eine wichtige Anforderung an die Faltungskinetik eines Proteins besteht 
darin, dass sie in einem angemessenen zeitlichen Rahmen ablaufen muss, da im 
entfalteten Zustand eines Proteins viele hydrophobe Bereiche lösungsmittelex-
poniert vorliegen und denaturierte Proteine daher aggregationsanfällig sind. Bei 
den Überlegungen von Levinthal wird jeder Aminosäure einer Peptidkette eine 
definierte Anzahl an Freiheitsgraden zugesprochen. Das Suchen der passenden 
Konformation für das gesamte Protein würde damit auf einem einheitlichen ener-
getischen Niveau stattfinden und nur die zufällige Kombination der richtigen 
Konformation aller Aminosäuren zur gleichen Zeit würde zur Faltung führen 
(Abbildung 1-1a). Die Proteinfaltung ist jedoch ein gerichteter Prozess, der 
energetisch gesteuert ist. Dabei sind der hydrophobe Effekt sowie die Sättigung 
nahezu aller Peptidbindungen durch Wasserstoffbrückenbindungen (H-Brücken) 
die wichtigsten treibenden Kräfte des Faltungsprozesses (41-43). Zusätzlich beein-
flussen van der Waals Wechselwirkungen, elektrostatische Interaktionen gelade-
ner Seitenketten und die Tendenz jeder einzelnen Aminosäure Sekundärstruk-
turen wie -Helices oder -Faltblätter auszubilden den Vorgang.  
Die Faltung von Proteinen wird vermutlich dadurch initiiert, dass sich hydro-
phobe Reste zusammenlagern und Wasser von ihrer Oberfläche verdrängt wird 
(hydrophober Kollaps). Hydrophobizität beschreibt die Eigenschaft eines Stoffes, 
sich gut in unpolarer Lösung zu lösen. Die entscheidende Beobachtung war, 
dass die Änderung der freien Enthalpie G des Transfers in wässrige Bedingun-
gen linear mit der unpolaren, lösungsmittelzugänglichen Oberfläche des Stoffes 
korreliert ist (44-48).  
Nach der ersten Kompaktierung der Peptidkette sind Effekte wie van-der-
Waals und Dipol-Dipol-Wechselwirkungen von Bedeutung. Deren Beiträge zur 
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gesamten Energetik werden durch das Lennard-Jones-Potential der interagie-
renden Gruppen bestimmt und die Abstände der einzelnen Gruppen zueinander 
dadurch limitiert. Insgesamt ist die kompaktierte Peptidkette energetisch bereits 
deutlich begünstigt gegenüber dem vollständig entfalteten Protein und die noch 
zu Verfügung stehenden Freiheitsgrade sind stark reduziert (vgl. Abbildung 1-1b). 
 
 
 
 
 
Abbildung 1-1: Hypothetische Proteinfaltungswege dargestellt als Energiehyperflächen
Veranschaulicht sind verschiedene Modelle, die mögliche Proteinfaltungsmecha-
nismen beschreiben (49), (a) Levinthal-Paradoxon („Golfplatz“-Modell), (b) Faltungs-
trichter (kleine Eindomänenproteine), (c) zerklüfteter Trichter (lokale Minima und 
Intermediate).  
Generell stellt das Innere von Proteinen eine hydrophobe Umgebung dar, 
weshalb die Zusammenlagerung unpolarer Aminosäuren eine große Triebkraft 
für die Faltung darstellt. Gleichzeitig müssen dabei jedoch Peptidbindungen 
desolvatisiert werden (50). Im entfalteten Zustand können alle NH- und CO- 
Gruppen der Amidbindungen über H-Brücken mit Wasser interagieren. Das Auf-
heben dieser H-Brücken während der Faltung stellt eine Austauschreaktion mit 
der Neubildung von H-Brücken zwischen NH- und CO-Gruppen einzelner Peptid-
bindungen dar. Wasser wird dabei nahezu vollständig aus dem Proteininneren 
verdrängt (51). Eine einzelne H-Brücke übt nur einen geringen stabilisierenden 
Effekt aus, da jedoch in Proteinen alle Peptidbindungen im Proteininneren ein H-
Brückennetzwerk ausbilden ist der Gesamtbeitrag von Wasserstoffbrücken zur 
Stabilität von Proteinen hoch. Das Aufbrechen der H-Brücken des 
Peptidrückgrats zum Lösungsmittel ist enthalpisch ungünstig und die Faltungs-
energetik wird in der Theorie von einem einfachen Trichter (Abbildung 1-1b) hin 
zu einem zerklüfteten Trichter (Abbildung 1-1c) verschoben. 
Wasserstoffbrücken zwischen Peptidbindungen zeigen eine hohe Richtungs- 
und Abstandsspezifität und definieren so Strukturelemente wie -Helices (52-54). 
Zusammen mit den sterischen Einschränkungen durch die unterschiedlichen 
Seitenketten ergeben sich die -/ -Winkelkombinationen in der Ramachandran-
Auftragung (55, 56).  
a b c 
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Nach der Kompaktierung der entfalteten Peptidkette bilden sich erste Struk-
turelemente wie -Helices und -Stränge aus, da die räumliche Nähe interagie-
render Reste gegeben und ausreichend Information für erste Strukturbildung vor-
handen ist. In ähnlichem Maß wie sich einzelne Strukturelemente bilden, werden 
diese Elemente miteinander interagieren. Dazu tragen sowohl hydrophobe als 
auch elektrostatische Wechselwirkungen bei. Wenn die Faltung dem nativen Zu-
stand des Proteins bereits sehr ähnlich ist, kann man von einem wet molten 
globule sprechen (57-62). Um die Faltung abzuschließen, müssen die letzten 
Wassermoleküle aus dem Proteinkern verdrängt werden, wodurch ein dry molten 
globule entsteht (63). Ausgehend von diesem Zustand werden die verbleibenden 
Interaktionen zwischen den Proteinseitenketten aufgebaut und die Faltung abge-
schlossen. 
Die bisher beschriebenen Vorgänge sind alle enthalpiebegünstigt. Unter 
physiologischen Bedingungen stellt die Desolvatisierung der einzelnen Gruppen 
zwar einen enthalpisch ungünstigen Prozess dar, durch die Entstehung von 
neuen H-Brücken, van-der-Waals Wechselwirkungen, elektrostatischen Anzie-
hungen und Salzbrücken wird die gesamte Änderung der Enthalpie H jedoch 
negativ. Gleichzeitig wird während der Faltung die gesamte Kettenentropie ext-
rem verringert, die des Lösungsmittels wiederum nimmt zu. Die Entropie des 
Gesamtsystems bleibt in etwa erhalten. Die Änderung der freien Enthalpie G ist 
damit negativ und die Faltung von Proteinen läuft somit unter nativen 
Bedingungen spontan ab (64). Durch das Zusammenspiel von Enthalpie- und 
Entropieeffekten kann ein gefaltetes Protein als ausbalanciertes, thermodyna-
misches Gleichgewicht betrachtet werden, das durch ein dynamisches Netzwerk 
vieler einzelner Interaktionen stabilisiert wird, wobei genug destabilisierende 
Kräfte wirken, um ausreichend Flexibilität zu gewährleisten. Dieses Zusammen-
wirken positiver und negativer Effekte führt letztendlich zu der vereinfachten Dar-
stellung der Faltungsenergetik als zerklüfteter Trichter (Abbildung 1-1c) (49). 
Ein fundiertes Verständnis der Faltung eines Proteins ist wichtig, um seine 
Funktion zu beschreiben und zu verstehen. So finden bei der Bindung von Inter-
aktionspartnern oder der Umsetzung von Substraten in der Regel strukturelle 
Umlagerungen statt, die als partielle Ent- und Rückfaltungsprozesse angesehen 
werden können. 
Bisher wurde nur auf die Energetik der Proteinfaltung eingegangen. Tatsäch-
lich ist der Faltungsprozess jedoch ein Zusammenwirken der thermodyna-
mischen und der kinetischen Kontrolle einzelner Prozesse. Unter nativen Bedin-
gungen nehmen Proteine den Zustand der niedrigsten Energie ein, der durch 
relativ hohe Energiebarrieren von teilgefalteten Strukturen und dem entfalteten 
Zustand abgegrenzt ist (65). Der Prozess der Faltung muss dabei schnell 
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ablaufen, um die Anhäufung aggregationsanfälliger Zwischenstufen zu 
vermeiden (66-70). Für kleine Proteine oder stabile Faltungseinheiten (Domänen) in 
Mehrdomänenproteinen kann der kinetische Mechanismus oft auf ein Zwei-
Zustands-Modell vereinfacht werden, in dem das native Protein mit dem vollstän-
dig entfalteten Protein unter allen Bedingungen im Gleichgewicht steht. Da der 
entfaltete Zustand eine extrem heterogene Population darstellt, müssen sämtli-
che konformationellen Umordnungen schnell ablaufen, im Vergleich zu dem 
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Faltung, um dem Zwei-Zustands-
Modell gerecht zu werden. Dass Proteinfaltung hoch-effizient sein kann zeigen 
gerade kleine globuläre Proteine, die im Zeitbereich weniger Millisekunden ihre 
vollständig native Struktur einnehmen können (71-79). Kann die Faltung eines 
Proteins nicht mit diesem einfachen Modell erklärt werden und werden Inter-
mediate gefunden, so muss genau analysiert werden, an welcher Stelle des 
Faltungsmechanismus diese Intermediate auftreten und wie stark sie populiert 
werden (kurz- oder langlebige Intermediate auf einem Faltungsweg oder auf 
alternativen Faltungswegen) (80-84). 
Die bekanntesten geschwindigkeitsbestimmenden Schritte während der Fal-
tung von Proteinen sind die Zusammenlagerung einzelner Domänen in Mehr-
domänenproteinen (85-87), die Ausbildung richtiger Disulfidbrücken bei der 
oxidativen Faltung (88-90) und die Isomerisierung von Peptidbindungen (83, 91-94). 
Aufgrund des Doppelbindungscharakters der Peptidbindung sind letztere sehr 
langsame Prozesse und werden nur selten in Proteinen beobachtet, da nahezu 
alle Peptidbindungen in trans-Konformation vorliegen, so wie sie vermutlich auch 
am Ribosom gebildet werden. Die Ausnahme davon stellen Peptidyl-Prolyl-
bindungen (Xaa-Pro) dar. Durch den intramolekularen Ringschluss der Seiten-
kette mit dem Amidstickstoff in Prolin (Abbildung 1-2) steht immer ein C-Atom (C 
oder C) in cis zu dem C der vorangehenden Aminosäure, der energetische 
Unterschied zwischen der trans und der cis Konformation der Peptidyl-Prolyl-
bindung (Prolylbindung) ist somit deutlich verringert (95). Diese besondere Eigen-
schaft von Prolin führt dazu, dass man in gefalteten Proteinen etwa 7 % cis-
Prolylbindungen findet (96, 97). 
Erste Faltungsanalysen an RNase A führten zu der Vermutung, dass die Iso-
merisierung von Prolylbindungen die Faltungsgeschwindigkeit eines Proteins 
bestimmen kann und dass nur Proteine mit allen Prolinen in der natürlichen 
Konformation auch funktional sind (23, 69, 98-100). Das bedeutet, dass während der 
Faltung eines Proteins teilgefaltete Intermediate entstehen, die dem nativen 
Zustand bereits sehr ähnlich sein können. Der finale Schritt wird dann durch die 
Isomerisierung an einem oder mehreren Prolinresten limitiert. In dem gleichen 
Maß, wie die richtige Konformation einer Prolylbindung populiert wird, rastet die 
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native Struktur ein und wird somit energetisch von nicht vollständig gefalteten 
Spezies abgetrennt. 
 
Abbildung 1-2: trans → cis Umlagerung einer Peptidyl-Prolylbindung 
Dargestellt sind (a) die trans- und die cis-Konformation einer Xaa-Pro Bindung (95), 
sowie (b) das Energiediagramm für den Umlagerungsprozess (101). 
Da Thiol-Disulfid Austauschreaktionen und Prolylisomerisierung langsame 
Prozesse sind, gibt es in der Natur Enzyme, die diese Reaktionen beschleunigen 
(102-106). Nicht selten besitzen diese Enzyme neben der katalytischen Domäne 
eine Chaperondomäne, die teil- oder fehlgefaltete Substrate erkennt und in der 
Nähe des aktiven Zentrums anreichert (107, 108). Diese Chaperondomänen weisen 
im Allgemeinen keine Substratspezifität auf und interagieren hoch dynamisch mit 
entfalteten Proteinketten. In der Zelle stehen generelle Chaperone zur Verfü-
gung, die neusynthetisierte Peptidketten vor Aggregation und Fehlfaltung 
schützen. Von diesen Chaperonen können ent- oder teilgefaltete Substrate an 
Faltungshelferenzyme wie Oxidoreduktasen oder Prolylisomerasen weiterge-
geben werden, die langsame Schritte der Proteinfaltung beschleunigen und somit 
die Zelle vor der Akkumulation fehlgefalteter oder aggregierter Proteine schützen. 
Durch die hohe Dynamik dieser Faltungshelfer und die Interaktion mit einer Viel-
zahl an Substraten wird sichergestellt, dass alle Proteine die benötigte Hilfe 
bekommen und die Faltungshelferenzyme nicht durch permanent denaturierte 
Proteine blockiert werden (109-111). 
 
1.3 Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerisierung zur Regulation der 
Proteinaktivität 
Die cis/trans Isomerisierung an Peptidyl-Prolylbindungen wird nicht nur bei 
der Faltung von Proteinen beobachtet, sondern auch in nativ gefalteten Proteinen 
werden immer häufiger beide Konformere einer Prolylbindung identifiziert. 
Anfangs wurde vermutet, dass diese Proline in ungeordneten Bereichen des 
Proteins vorkommen und somit eine Gleichgewichtsverteilung gemäß der Ener-
getik in entfalteten Proteinstrukturen zu beobachten ist (112). Mittlerweile gibt es 
jedoch klare Hinweise darauf, dass strukturelle Veränderungen, die an Prolyl-
isomerisierung gekoppelt sind, verwendet werden, um die Funktion eines 
a b 
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Proteins zu regulieren. Durch Prolylisomerisierung können nicht nur lokale, 
strukturelle Heterogenitäten entstehen, sondern auch weitreichende konforma-
tionelle Änderungen induziert werden (113-117). 
Eines der ersten Prolin-cis/trans-Gleichgewichte im nativen Zustand eines 
Proteins wurde in Nuklease aus Staphylokokken identifiziert. NMR-Analysen 
zeigten, dass in diesem Protein zwei Spezies in Lösung vorliegen, die langsam 
interkonvertieren (118, 119). Weitere Beispiele für ein derartiges Verhalten wurden 
unter anderem für Calbindin (120, 121), Interleukin-3 (122) und Insulin (123) 
beschrieben. Dass die trans und cis Konformere unterschiedliche Auswirkungen 
auf die Aktivität eines Proteins haben, wurde das erste Mal an der SH2-Domäne 
der Tyrosinkinase Itk (Itk-SH2) beobachtet. Hier zeigte sich, dass die Konforma-
tion an einem Prolin Auswirkungen auf die gesamte Struktur des Proteins hat und 
nicht nur eine lokale, strukturelle Heterogenität entsteht. Es wurde beobachtet, 
dass Itk-SH2 mit cis- oder trans-Prolin unterschiedliche Affinitäten gegenüber 
Liganden aufweist (124, 125). 
Das vermutlich am besten charakterisierte cis/trans Gleichgewicht im nativen 
Zustand eines Proteins existiert im Gen-3-Protein des Phagen fd (G3P). Liegt in 
G3P Pro213 in cis vor, interagieren die beiden N-terminalen Domänen fest mitei-
nander und das Protein ist inaktiv, der Phage nicht infektiös (126-128). Durch die 
Bindung eines F-Pilus einer E. coli Zelle an G3P wird die Domänenassoziation 
aufgelöst, der Linkerbereich zwischen den beiden N-terminalen Domänen ent-
faltet und Pro213 isomerisiert von cis nach trans (129). Durch das Aufheben der 
Domäneninteraktion wird die Bindungsstelle für den Rezeptor TolAC zugänglich 
und der Phage kann E. coli Zellen infizieren. Die intrinsisch langsame 
Re-Isomerisierung von transPro213 zu cisPro213 stellt sicher, dass der Phage 
ausreichend lange Zeit hat, um Bakterien zu infizieren. Somit kann die cis/trans 
Gleichgewichtsverschiebung an einem Prolin in G3P als molekulare Zeitschaltuhr 
angesehen werden. 
Ein weiteres Beispiel, das die Bedeutung von Prolylisomerisierungen im 
nativen Zustand verschiedener Proteine verdeutlicht, ist die Regulation des Zell-
zyklus. Cyclinabhängige Kinasen phosphorylieren verschiedene Proteine zu defi-
nierten Zeitpunkten der Zellteilungsphasen. Durch diese Phosphorylierungen wird  
Pin1 rekrutiert, eine Prolylisomerase, die spezifisch Phospho-Ser/Phospho-Thr-
Pro Motive (pSer/pThr-Pro) als Substrate erkennt. Durch die Beschleunigung der 
Prolylisomerisierung derartiger pSer/pThr-Pro Motive werden die jeweiligen 
Proteine vor Abbauprozessen oder weiteren posttranslationalen Modifikationen 
geschützt. Durch Dephosphorylierung der Proteine können die somit ausgelösten 
Effekte wieder rückgängig gemacht werden (130-139). 
Einleitung 
 
- 11 - 
 
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass Prolylisomerisierungen im nativen 
Zustand von Proteinen verwendet werden können, um Protein-Protein-Inter-
aktionen zu steuern. Da Prolylisomerisierungen keine chemischen, sondern 
lediglich strukturelle Modifikationen von Proteinen darstellen, sind sie vollständig 
reversibel und es bedarf keiner zusätzlichen Enzyme, um die Ausgangsstruktur 
wieder herzustellen. Allerdings gibt es eine Vielzahl an Peptidyl-Prolyl cis/trans 
Isomerasen (PPIasen), die die Gleichgewichtseinstellung zwischen der cis und 
der trans Spezies beschleunigen. 
 
1.4 Peptidyl-Prolyl cis/trans Isomerasen 
Da Prolylisomerisierungen wegen der Rotation um eine partielle Doppel-
bindung intrinsisch langsame Reaktionen sind (EA ≈ 80 kJ/mol) (95), war nach der 
Bestätigung der Prolinhypothese klar, dass es Enzyme geben sollte, die diese 
Isomerisierung katalysieren. Gunter Fischer konnte 1984 zeigen, dass in unter-
schiedlichen Geweben Enzyme vorhanden sind, die die langsame Umlagerung 
an Prolinresten in kurzen Peptiden beschleunigen (140). 1989 konnte er zusam-
men mit Franz Schmid und zeitgleich mit Nobuhiro Takahashi zeigen, dass 
Prolylisomerase und Cyclophilin identische Proteine sind (141, 142). Cyclophilin 
wurde nach seiner hohen Affinität für Cyclosporin A benannt (143) (KD ≈ 2 nM), das 
bis heute eines der am häufigsten verabreichten Immunsuppressiva nach 
Organtransplantationen ist. Seitdem wurden Prolylisomerasen in allen Bereichen 
des Lebens in Bakterien, Archaeen und Eukaryoten identifiziert (106) und in drei 
Familien eingeteilt (Abbildung 1-3), Cyclophiline (Cyp), FK506 Bindeproteine 
(FKBP) und Parvuline (Par). 
 
hCypA 
 
hFKBP12 
 
hPar14 
Abbildung 1-3: Raumstrukturen der PPIase-Domänen der drei Prolylisomerasefamilien 
Gezeigt sind Vertreter der drei Prolylisomerasefamilien in der Bänderdarstellung. Die 
Abbildung wurde mit PyMol (144) und den PDB-Dateien 1OCA (145) (humanes 
Cyclophilin A (a)), 1FKF (146) (humanes FKBP12 (b)) und 3UI4 (147) (humanes Parvulin 
14 (c)) erstellt. 
In allen drei Familien kann die PPIase-Domäne isoliert (als Eindomänen-
protein), oder als Teil eines Mehrdomänenproteins vorkommen. Nach heutigem 
a b c 
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Wissen ist zudem die Sequenzspezifität der katalytischen Aktivität zwischen den 
Mitgliedern der einzelnen Isomerasefamilien konserviert. So zeigen alle drei 
Familien ein spezifisches Aktivitätsprofil in Bezug auf die Aminosäuren vor und 
nach dem Prolin des Substrats (148, 149). 
Im menschlichen Genom wurden 16 verschiedene Cyclophiline gefunden 
(150). Besonders über CypA und CypD (mitochondriales Homolog zu CypA) ist aus 
medizinischer Sicht viel bekannt. 
CypA kommen in der Zelle wichtige Funktionen bei der Faltung und dem 
Transport von Proteinen, sowie bei der Aktivierung von T-Zellen zu (151). Darüber 
hinaus wurde Überexpression von CypA bei verschiedenen Krebsarten beobach-
tet. Sie führt zur Proliferation von Krebszellen (152, 153), trägt zur Regulation des 
Zellzyklus bei (154), verhindert Apoptose (155) und fördert die Zellwanderung und 
-invasion (156). Die Überexpression wird durch p53 und HIF1 kontrolliert (155, 157). 
Die katalytische Aktivität von CypA ist außerdem bei verschiedenen Virusinfek-
tionen wichtig. So sind HIV-1 (158-160), Hepatitisviren (HBV, HCV) (161-163) und der 
Influenza A Virus (164-166) auf zelluläres CypA angewiesen. Bei Sepsispatienten 
kann eine deutlich erhöhte Prolylisomeraseaktivität von CypA beobachtet 
werden, die zu erhöhter Sterblichkeit führt (167-169). Diese Beobachtungen 
verdeutlichen, dass CypA ein interessanter Ansatzpunkt für viele Therapien ist. 
Fundiertes Verständnis über diese PPIase ist demnach von unmittelbarer medi-
zinischer Relevanz. 
Das mitochondriale Homolog zu CypA, CypD (92 % Sequenzidentität zu 
CypA), ist vermutlich an der Faltung von Proteinen in der Matrix von Mito-
chondrien beteiligt (170, 171). Außerdem wurde CypD bislang als einziger 
essentieller Bestandteil der mitochondrialen Permeabilitätspore (mPTP, 
mitochondrial permeability transition pore) identifiziert (172-176). Über diese Pore 
wird der Ca2+-Strom über die innere Membran der Mitochondrien reguliert. Fehl-
funktionen der mPTP führen zum Anschwellen und Aufbrechen der Mito-
chondrien, was schließlich zu Nekrose führt. Dies geschieht häufig als Folge 
oxidativer Schädigung nach Wiederdurchblutung von Geweben (z.B. nach einem 
Schlaganfall). Die Regulation der Porenöffnung durch CypD  wird möglicherweise 
durch das Tumorsuppressorprotein p53 gesteuert (177, 178), das ebenfalls in der 
Matrix von Mitochondrien vorkommen kann (179) und dort unabhängig von seinen 
bekannten Funktionen als Transkriptionsfaktor wirkt.  
Die prototypische Isomerase der FK506-Bindeproteine (FKBPs) ist FKBP12, 
das nur aus der katalytisch aktiven Domäne besteht. Für viele Rezeptoren wurde 
eine Interaktion mit FKBP12 nachgewiesen und diese Interaktion konnte direkt 
mit der Regulation von Proteinaktivitäten verbunden werden. Beispiele dafür sind 
die Interaktion von FKBP12 mit dem epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor 
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(EGF-R) (180), sowie die Interaktion mit Lektinen, deren Fähigkeit, Ca2+ und 
dadurch Kohlenhydrate zu binden, kinetisch mit Prolylisomerisierung gekoppelt 
ist (181).  
Parvuline stellen die kleinste Familie der PPIasen dar (106). Humanes Par17 
wurde als wichtiges Enzym bei der Assemblierung von Mikrotubuli beschrieben 
(182) und kommt auch als splice-Variante Par14 vor. Der wohl bekannteste 
Vertreter der Parvuline ist Pin1, eine pSer/pThr-Pro spezifische PPIase, die 
zusätzlich zur Isomerasedomäne eine WW-Domäne besitzt (131, 183). Zahlreiche 
Studien beschreiben die Bedeutung von Pin1 für die Regulation des Zellzyklus, 
die direkte Regulation verschiedener Signaltransduktionswege und als wichtigen 
Schutzfaktor bei altersbedingten, neurodegenerativen Krankheiten (101, 184). 
 
1.5 Ein Vierteljahrhundert c-CrkII 
Crk wurde 1988 bei der Suche nach neuen Onkogenen als virales Protein 
ohne katalytische Aktivität entdeckt (185). Das virale Protein ist modular aus dem 
gag Gen (Strukturprotein des Virions) und Regionen, die homolog zu bekannten 
Proteinen aus Signalkaskaden sind, aufgebaut. Diese Homologieregionen sind 
heute als SH2- und SH3-Domänen bekannt (Src homology) (185, 186). Trotz der 
fehlenden katalytischen Aktivität des Proteins wurde in Fibroblasten aus Hühner-
embryonen, die mit dem Virus transformiert waren, ein deutlich erhöhter Anteil an 
Phosphotyrosin-Proteinen beobachtet und das neu entdeckte Onkogen daher als 
chicken tumor virus 10 [CT10] regulator of kinase – Crk – benannt (185). Nur 
wenige Zeit später wurden zelluläre Proteine (c-CrkII) identifiziert (187), die 
homolog zu dem viralen Protein (v-Crk) sind. c-CrkII war das erste Signal-
adapterprotein, das in der Literatur beschrieben wurde und ist heute eines der 
am besten charakterisierten Adapterproteine. 
c-CrkII ist modular aus drei Domänen aufgebaut (Abbildung 1-4): die N-
terminale SH2-Domäne nimmt Signale über die spezifische Erkennung von pTyr-
Motiven auf, die folgende SH3-Domäne (SH3N) gibt das Signal an polyPro-haltige 
Bindungspartner weiter. Die zweite SH3-Domäne (SH3C) weist nur eine geringe 
Sequenzhomologie zu bekannten SH3-Domänen auf, zeigt jedoch eine iden-
tische Faltung und wirkt regulatorisch auf die vorangehende SH3N-Domäne. Es 
sind drei distinkte Formen von Crk bekannt: c-CrkII (SH2-SH3N-SH3C), c-CrkI 
(SH2-SH3N, splice-Variante von c-CrkII) und CrkL (Crk like, 58 % Sequenz-
identität zu c-CrkII, crkl Gen). 
Die NMR-Strukturen von c-CrkII (Abbildung 1-4b und c) zeigen dabei deutlich 
den modularen Aufbau aus drei Domänen und eine insgesamt kompakte Protein-
struktur. Lediglich der ungewöhnlich lange Linkerbereich, von etwa 40 Amino-
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säuren, zwischen den beiden SH3-Domänen ist nicht Teil dieser globulären 
Faltung. Er kann in zwei Abschnitte unterteilt werden. Der N-terminale Bereich ist 
sehr flexibel und die Sequenz ist nicht konserviert. Im Gegensatz dazu ist die 
Aminosäuresequenz des C-terminalen Bereichs (ab Position 220) hoch 
konserviert und bildet Interaktionen mit den SH3-Domänen aus. Dies führt zu 
einer deutlichen Strukturierung der zweiten Hälfte des Linkers. 
Die Bedeutung von c-CrkII wird dadurch verdeutlicht, dass das Protein an 
unterschiedlichsten Prozessen wie Zellmobilität, Zelladhäsion, Regulation der 
Genexpression und Zellproliferation beteiligt ist (188). In den letzten Jahren wurden 
immer mehr Erkenntnisse darüber gewonnen, wie c-CrkII an der Transformation 
von Zellen beteiligt ist (189-193). Dabei wird die Aktivität von c-CrkII durch Überex-
pression verändert (194). Neueste Ergebnisse zeigen, dass Effekte der 
Überexpression von c-CrkII in Krebszellen durch gleichzeitige Überexpression 
der isolierten SH3N-Domäne verringert werden können, da dadurch nachgela-
gerte Bindungspartner für c-CrkII abgefangen werden (195). Diese Beobachtungen 
deuten an, dass die direkte Signalweiterleitung durch c-CrkII an der Transfor-
mation von Säugerzellen beteiligt ist. Daher ist die Regulation dieses Adapter-
proteins für ein geregeltes Zellwachstum von großer Bedeutung. 
SH2 (1-126) SH3N (126-199) SH3C (237-305)
Tyr222
Pro238
 
 
Abbildung 1-4: NMR-Strukturen verschiedener c-Crk Proteine 
Dargestellt sind (a) die Domänenorganisation von c-CrkII sowie die NMR-Strukturen 
von (b) HsCrkII (PDB: 2EYZ(196)), (c) GgSH3N-SH3C (PDB: 2L3S(117)) mit Farben wie in 
(a) und (d) GgSH3C mit cisPro238 (PDB: 2L3P(117), dunkelrot) und transPro238 (PDB: 
2L3Q(117), grün). Die Reste Pro238, Ile239 (human), Phe239 (Huhn) und Val272 
(human), Met272 (Huhn) sind in rot als Stäbchen dargestellt. Die Abbildung wurde mit 
PyMol erstellt(144). 
Eine wichtige Regulation von c-CrkII findet durch die Abelson-Kinase (c-Abl) 
statt. c-Abl kann c-CrkII spezifisch an Tyr222 phosphorylieren (197, 198), wodurch 
ein pTyr-Pro-Motiv entsteht, das intramolekular von der SH2-Domäne erkannt 
b c d 
a 
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wird (199). Durch diese intramolekulare Interaktion wird die Signalaufnahme 
verhindert und c-CrkII somit autoinhibiert (196, 197, 199). 
Eine weitere Regulationsebene wurde beschrieben und beruht auf Prolyliso-
merisierung im nativen Zustand des Proteins. Aus NMR-Analysen wurde 
geschlussfolgert, dass Pro238 am Übergang des Linkers in die C-terminale SH3 
Domäne in cis und in trans Konformation vorliegen kann und dass durch Prolyl-
isomerisierung an Pro238 die Bindungsaffinität von SH3N für Interaktionspartner 
moduliert wird. Es wurde beschrieben, dass cisPro238 dazu führt, dass die bei-
den SH3 Domänen miteinander wechselwirken und dabei die Liganden-
bindungsstelle auf SH3N von SH3C okkupiert wird. Liegt Pro238 dagegen in trans 
Konformation vor, ist die Bindungsstelle auf SH3N frei zugänglich für Liganden 
(116, 117). Diese Beobachtungen wurden mit c-CrkII aus dem Huhn gemacht.  
 
1.6 Problemstellung 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob c-CrkII aus dem Huhn, 
wie beschrieben, durch Prolylisomerisierung reguliert wird und ob ein ähnlicher 
Mechanismus auch für das humane Protein existiert. Durch kinetische Analysen 
zur Faltung und zur Assoziation mit Liganden konnten zwei Sequenzunterschiede 
zwischen den Proteinen der beiden Spezies identifiziert werden, die essentiell 
sind für die Regulation von c-CrkII aus dem Huhn durch Prolylisomerisierung. Um 
die Frage zu beantworten, wie die beiden essentiellen Reste strukturell miteinan-
der verknüpft sind, sollte eine strukturbasierte Mutationsanalyse durchgeführt 
werden. Die Ergebnisse aus Faltungs- und Bindungsstudien der resultierenden 
Proteinvarianten ermöglichten es, zusammen mit existierenden NMR-Strukturen, 
die Frage zu beantworten, wie durch Prolylisomerisierung der hydrophobe Kern 
der C-terminalen Domäne umstrukturiert wird. 
Auf molekularer Ebene ist nur wenig darüber bekannt, wie Prolylisomerisie-
rung verwendet wird, um die Funktion eines Proteins zu regulieren. Detaillierte 
kinetische Analysen (Doppelmischexperimente) sollten Einblicke geben, wie die 
Faltung von c-CrkII mit der biologischen Funktion verknüpft ist. Durch unter-
brochene Ent- und Rückfaltungsanalysen und weitere Bindungsstudien konnten 
die mikroskopischen Ratenkonstanten der Prolylisomerisierung im nativen 
Protein und im Protein-Ligand-Komplex ermittelt werden. Schließlich wurde 
mittels kinetischer Simulationen ein Mechanismus aufgestellt, der beschreibt, wie 
das cis/trans Gleichgewicht an Pro238 in c-CrkII während der Faltung und der 
Ligandenbindung verschoben wird. 
c-CrkII wird neben Prolylisomerisierung auch durch Tyrosinphosphorylierung 
reguliert. Bislang war unklar, ob die beiden Regulationsebenen miteinander 
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verknüpft sind. Um c-CrkII auf ein mögliches Zusammenspiel der beiden Mecha-
nismen hin zu untersuchen, sollte die Phosphorylierung in vitro nachvollzogen 
werden. Biophysikalische Analysen zur Faltung und zur Bindung nachgelagerter 
Liganden konnten zeigen, wie durch spezifische Phosphorylierung die Struktur 
und die Funktion von c-CrkII als Adapterprotein beeinflusst werden. 
Neben der Regulation von c-CrkII war eine weitere Fragestellung dieser 
Arbeit, wie Prolylisomerasen an wichtigen Prozessen in lebenden Organismen 
beteiligt sind. Dazu wurde mitochondriales Cyclophilin D (mCypD) sowie die 
prokaryotische Prolylisomerase Triggerfaktor (TF) in Kooperationen mit Gruppen 
aus Stony Brook (NY, USA) und Lüttich (Belgien) analysiert. 
mCypD ist an der Öffnung der mitochondrialen Permeabilitätspore beteiligt, 
was zu nekrotischem Zelltod führt. Die Interaktion des Tumorsuppressorproteins 
p53 mit mCypD aktiviert diesen Signalweg und sollte in vitro nachvollzogen 
werden. Besonders die Effekte von p53 auf die katalytische Aktivität von mCypD 
sollten erarbeitet werden. Aufgrund differentieller Effekte gegenüber Peptid- und 
Proteinsubstraten konnte ein Modell aufgestellt werden, das beschreibt, wie die 
Bindung von p53 an mCypD gewissermaßen als Selektivitätsfilter verwendet 
wird. 
Die bakterielle Prolylisomerase TF ist mit dem Ribosom assoziiert und ein 
wichtiger Proteinfaltungshelfer in Bakterien. In Kooperation mit der Gruppe von 
Professor Feller (Lüttich, Belgien) sollte erarbeitet werden, welche Bedeutung TF 
für extremophile Bakterien und deren Anpassung an unterschiedliche Lebens-
räume hat. Dazu wurden die TFs aus Pseudoalteromonas haloplanktis 
(psychrophil), aus Escherichia coli (mesophil) und aus Thermotoga maritima 
(hyperthermophil) hinsichtlich ihrer Chaperoneigenschaften und ihrer Prolyliso-
meraseaktivitäten gegenüber verschiedenen Substraten verglichen.    
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2 Material und Methoden 
2.1 Materialien 
2.1.1 Bakterienstämme und Vektoren 
E. coli XL1 Blue  recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1  lac [F’ proAB lacIqZ∆M15 Tn10 (TetR)] 
E. coli BL21 (DE3) E. coli B, F- dcm ompT hsdS(rB-mB-) galλ  
E. coli BL21 (DE3) 
Rosetta F
- ompT hsdSB(rB- mB-) gal dcm (DE3) pRARE (CamR) 
 
Der Bakterienstamm E. coli XL1 Blue wurde zur Amplifizierung von 
Plasmiden verwendet. Für die Proteinexpression wurden E. coli BL21 (DE3) oder 
E. coli BL21 (DE3) Rosetta Zellen (für die humanen Proteine) verwendet. Die 
Gene für die verwendeten Proteine wurden in das Plasmid pET11a (Ampr, 
NOVAGEN, Madison, USA) kloniert. 
 
2.1.2 Enzyme und Größenstandards 
 
2.1.3 Chemikalien 
Isopropyl-β-D-thiogalactosid (IPTG), Harnstoff Gerbu (Gaiberg, D) 
5-((((2-Iodoacetyl)amino)ethyl)amino)naphthalin-1-
sulfonsäure (1,5-IAEDANS) Invitrogen (Karlsruhe, D) 
Guanidiniumchlorid (ultra pure) MP (Biomedicals, Irvine, USA) 
peqGREEN DNA-und RNA-Farbstoff Peqlab (Erlangen, D) 
Adenosin-5’-Triphosphat, Ampicillin, Roth (Karlsruhe, D) 
Pfu-DNA-Polymerase  
DpnI-Restriktionsendonuklease  
T4-DNA-Ligase  
T4-Polynukleotidkinase (PNK) 
NdeI, Eco31I, BamHI 
PageRuler Unstained Protein 
Ladder 
Thermo Scientific (Erlangen, D) 
Q5-DNA-Polymerase New England Biolabs (Ipswich, MA, USA) 
Taq-DNA-Polymerase 
Sentrin-specific protease 2 (Senp2) 
Johanna Koch und Philipp Schmidpeter 
(Bayreuth, D) 
λ-DNA/Eco 130 I: 421-19329 bp MBI FERMENTAS (Vilnius, LT) 
bp-Leiter: 100-1500 bp Genaxxon (Ulm, D) 
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Chloramphenicol, Imidazol, Coomassie Brilliant Blue 
G-250, Acrylamid/N,N’-Methylenbisacrylamidlösung 
(37,5:1 “Rotiphorese 30”), Dithiotreitol (DTT), 
Desoxyribonukleotide, Ethylendiamintetraessigsäure 
(EDTA), Glutathion ox. (GSSG), Glutathion red. 
(GSH), Glycin, N,N,N´,N´-
Tetramethylenethylendiamin (TEMED), N-
(Tri(hydroxymethyl)methyl)glycin (Tricin), Tris-
(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris), Tris-(2-
carboxyethyl)-phosphinhydrochlorid (TCEP), 
Agarose, Ammoniumpersulfat (APS), Natrium-
Dodecylsulfat (SDS) Serva (Heidelberg, D) 
Bromphenolblau, 3´5´-cCMP, 3´5´-cGMP, 
Natriumiodacetat, -Mercaptoethanol Sigma Aldrich (Deisenhofen, D) 
Proteaseinhibitor cOmplete ULTRA Tablets Roche Diagnostics (Mannheim, D) 
 
Alle nicht aufgeführten Chemikalien wurden im Reinheitsgrad p.A. von der 
Firma Grüssing (Filsum, D) bezogen. Für Puffer und Lösungen wurde Wasser mit 
einer Seralpur Pro90CN-Reinstwasseranlage deionisiert (ddH2O, Leitfähigkeit 
< 0,055 μS/cm). Die Puffer für alle Messungen wurden durch 0,45 μm-Nylonfilter 
filtriert und vor Gebrauch mindestens 30 min entgast.  
 
2.1.4 Verbrauchsmaterialien 
Ni-NTA-Superflow-Agarose-Säule (5 ml) Qiagen (Hilden, D) 
NAP-5 und -10 Säulen (Sephadex G-25 DNA-
grade), Gelfiltrationssäule HiLoad Superdex 75 
(16/600 prep grade) 
GE Healthcare (Freiburg, D) 
Konzentratoren Amicon Ultra-15 (3 kDa Ausschluss), 
Millipore Filter Typ VS 0,025 µm Millipore (Carrigtwohill, Ireland) 
ZelluTrans Dialysiermembran (> 3,5 kDa) Roth (Karlsruhe, D) 
Filtropur Spritzenfilter (0,45; 0,2 µm) Sarstedt (Nürnbrecht, D) 
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit, 
peqGOLD Cycle-Pure Kit 
Peqlab (Erlangen, D) 
 
2.1.5 Geräte und Software 
DX.17MV sequential stopped-flow-
Fluoreszenzspektrophotometer 
Applied Photophysics, 
(Leatherhead, GB) 
Kühlzentrifuge Sorvall RC-5Bplus 
Rotoren GS-3 und SS-34 
Du Pont (Bad Homburg, D) 
Zentrifuge 5415 R, Mastercycler Gradient,  
Thermomixer 5436 
Eppendorf (Hamburg, D) 
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ÄKTA-FPLC (academic edition), 
Vertikalelektrophoresekammer 2050 MIDGET 
und Netzgerät 2301 Macro 
GE Healthcare (Freiburg, D)  
Präzisionsküvetten aus Quarzglas Suprasil Hellma (Müllheim, D) 
Laborfuge 400 R Heraeus (Hanau, D) 
Zentrifuge Z 216 MK Hermle (Wehingen, D) 
Refraktometer Krüss (Hamburg, D) 
Microfluidizer M-110L Microfluidics (Newton, USA) 
Thermocycler PTC 100 MJ Research (Watertown, USA) 
Environmental incubator shaker G24, Innova 
3000 incubator shaker C24 
New Brunswick Scientific 
(Edison, USA) 
Easyject Prima Elektroporationsapparatur, E-
Box VX Geldokumentationssystem Peqlab (Erlangen, D) 
Laborwaage L610D, Analysenwaage R200D Sartorius (Göttingen, D) 
Seralpur pro 90 CN Reinstwasseranlage Seral (Ransbach, D) 
Spektropolarimeter Jasco J-710, Peltierelement 
PTC-348WI 
Jasco-Fluoreszenzspektrophotometer FP-6500 
Jasco (Groß-Umstadt, D) 
UV/Vis-Spektrophotometer Cary 100 Bio Varian (Darmstadt, D) 
Mikroprozessor pH-Meter WTW pH 537 WTW (Weilheim, D) 
  
Grafit 3.0 / 5.0  Erithacus (Middlesex, UK),  
PyMol DeLanoScientific (San Francisco, USA) 
Scientist 2.01 Micromath (St. Louis, USA) 
 
2.2 Methoden 
2.2.1 Molekularbiologische Methoden 
2.2.1.1 Agarosegelelektrophorese 
TAE-Puffer (1x): 40 mM Tris, 20 mM Acetat, 1 mM EDTA, pH20 °C 8,0 
Probenpuffer (6x): 4 M Harnstoff, 10 mM EDTA, 50 % (v/v) Glycerin, 0,1 % (w/v) Bromphenolblau 
Färbelösung: 1 mg peqGREEN in 0,5x TAE-Puffer 
 
Um DNA-Fragmente gemäß ihrer Größe voneinander zu trennen, wurde 
jeweils eine horizontale Agarose-Gelelektrophorese durchgeführt. Die Kon-
zentration an Agarose wurde entsprechend der Größe des zu analysierenden 
Fragments angepasst (0,6 – 1,6 % (w/v)). 8 µl der DNA-Proben wurden mit 2 µl 
Probenpuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Neben den zu analysie-
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renden DNA-Fragmenten wurde ein geeigneter Basenpaarstandard auf das Gel 
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte 16 min lang in 0,5x TAE-Puffer bei einer 
Spannung von 6 V pro cm Elektrodenabstand. Nach der Elektrophorese wurden 
die Gele 20 min lang in Färbelösung gefärbt, kurz in 0,5x TAE-Puffer entfärbt und 
die DNA-Banden durch Bestrahlung mit UV-Licht (302 nm) visualisiert. 
 
2.2.1.2 Herstellung elektrokompetenter Zellen 
Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen, die zur Transformation mit der 
gewünschten Plasmid-DNA verwendet werden konnten, wurden 500 ml dYT-
Medium mit 2 ml einer über-Nacht-Kultur der gewünschten Zellen (E. coli XL1 
blue, E. coli BL21(DE3), E. coli BL21(DE3) Rosetta) angeimpft und im Schüttler 
bei 30 °C bis zu einer OD600 von etwa 0,7 kultiviert. Die Zellen wurden min-
destens 30 min auf Eis abgekühlt und anschließend durch Zentrifugation pelle-
tiert (5 000 rpm; 10 min; 4 °C; GS-3 Rotor). Das Zellpellet wurde auf Eis mit 500 
ml sterilem ddH2O gewaschen und erneut, wie beschrieben, pelletiert. Ein weite-
rer Waschschritt wurde mit 250 ml 10 % (v/v) sterilem Glycerin durchgeführt. 
Danach wurde das Pellet in 10 ml 10 % (v/v) sterilem Glycerin aufgenommen und 
nochmals zentrifugiert (6 000 rpm; 10 min; 4 °C; SS34-Rotor). Abschließend 
wurden die Zellen in 1,5 ml 10 % (v/v) sterilem Glycerin aufgenommen, aliquotiert 
(je 40 μl) und bei -80 °C gelagert. Wichtig bei diesem Protokoll ist, dass die 
Zellen ununterbrochen auf Eis gelagert werden und alle Lösungen ausreichend 
gekühlt sind. 
 
2.2.1.3 Isolierung und Reinigung von DNA 
Der Expressionsvektor pET11a mit dem gewünschten Gen, wurde aus 
E. coli-XL1 Blue-Zellen isoliert. Dafür wurden Kulturen der jeweiligen E. coli XL1 
Blue-Zellen bei 37 °C über Nacht inkubiert. Aus 4 ml dieser Kulturen wurde 
Plasmid-DNA mit dem Plasmid-Miniprep-Kit von Peqlab entsprechend den 
Herstellerangaben präpariert. Die Elution der DNA erfolgte mit 50 μl ddH2O. 
 
2.2.1.4 Polymerasekettenreaktion 
Jeder PCR-Ansatz bestand aus 1x Polymerasepuffer (optimiert für Pfu-, Taq- 
oder Q5-Polymerase), 200 μM dNTPs, je 200 nM Primer und 0,5 μl Templat-
DNA. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 U Polymerase gestartet. Für 
gerichtete Mutagenese wurden 50 µl-Ansätze hergestellt, für Kolonie-PCR 10 µl-
Ansätze. 
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2.2.1.5 Klonierung 
Um ein gewünschtes Gen in den Expressionsvektor pET11a einzubauen, 
wurde zunächst Plasmid-DNA präpariert (2.2.1.3) und durch Restriktionsverdau, 
gemäß den Herstellerangaben, mit NdeI und BamHI geöffnet. Durch Agarose-
gelelektrophorese (2.2.1.1) wurde lineare Plasmid-DNA von dem Insert getrennt, 
die DNA-Bande für den geschnittenen Vektor wurde aus dem Gel ausgeschnitten 
und eluiert. Die verwendeten Gene sollten nach Möglichkeit als SUMO-Fusion 
kloniert werden, um die spätere Reinigung der Proteine zu erleichtern. Daher 
wurden zunächst das smt3-Gen (SUMO aus Saccheromyces cerevisiae) und das 
zu klonierende Gen durch PCR amplifiziert. Durch die verwendeten Primer 
wurden die Schnittstellen für NdeI und BsaI am 5‘- bzw. 3‘-Ende angebracht 
(smt3) sowie die Restriktionsschnittstellen für BsaI und BamHI, ebenfalls am 5‘- 
bzw. 3‘-Ende des zu klonierenden Gens. Die PCR erfolgte durch initiale Denatu-
rierung (2 min, 95 °C) und 33 Zyklen aus Denaturierung (30 s, 95 °C) Hybridi-
sierung der Primer (30 s, 52-65 °C) und Polymerisation durch Pfu-Polymerase 
(500 bp/min, 72 °C). Der Erfolg der PCR wurde durch Agarosegelelektrophorese 
überprüft (2.2.1.1), die gewünschten DNA-Banden aus dem Gel eluiert (2.2.1.3) 
und mit den jeweiligen Restriktionsenzymen gemäß den Herstellerangaben 
geschnitten. Für die Klonierung wurden je ein Teil geschnittene Plasmid-DNA, 
zwei Teile geschnittenes smt3-Fragment und drei Teile des geschnittenen, zu 
klonierenden Gens in 1x Ligasepuffer und 1 µl T4-DNA-Ligase in einem Gesamt-
volumen von 20 µl 2 h lang bei 15 °C inkubiert. T4-DNA-Ligase wurde danach 20 
min bei 65 °C inaktiviert. 10 µl des Ligationsansatzes wurden durch Mikrodialyse 
gegen ddH2O entsalzt und durch Elektroporation in elektrokompetente E. coli 
XL1 Blue (2.2.1.2) eingebracht. Die transformierten Zellen wurden auf dYT-Nähr-
boden (300 µg/ml Amp) ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Einzelne 
Kolonien wurden als Templat für eine Kolonie-PCR eingesetzt und mit den glei-
chen Kolonien wurden auch je 5 ml dYT-Röhrchen angeimpft. Die PCR war aus 
initialer Denaturierung (2 min, 95 °C) und 33 Zyklen aus Denaturierung (30 s, 95 
°C) Hybridisierung der Primer (T7 vorwärts- und rückwärts-Primer, 30 s, 48 °C) 
und Polymerisation durch Taq-Polymerase (1000 bp/min, 72 °C) aufgebaut. Der 
Erfolg der PCR wurde durch Agarosegelelektrophorese überprüft (2.2.1.1), die 
Kolonien mit dem Fusionsgen der richtigen Größe wurden in 5 ml dYT-Medium 
über Nacht bei 37 °C unter Schütteln inkubiert, Plasmid-DNA isoliert (2.2.1.3) und 
der Erfolg der Klonierung durch Sequenzierung (Microsynth AG, Balgach, 
Schweiz) sichergestellt. pET11a Plasmide mit dem gewünschten Gen wurden 
anschließend durch Elektroporation in elektrokompetente E. coli BL21(DE3), oder 
elektrokompetente E. coli BL231(DE3) Rosetta eingebracht und auf dYT-Nähr-
boden mit 300 µg/ml Amp ausplattiert. 
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2.2.1.6 Gerichtete Mutagenese 
Gerichtete Mutagenese wurde verwendet, um Mutationen in Plasmid-DNA 
einzuführen, wozu entweder eine blunt-end PCR oder eine quick-change PCR 
durchgeführt wurde. Nach zweiminütiger Inkubation bei 95 °C wurden 31 Zyklen 
aus Strangtrennung (30 s, 95 °C), Hybridisierung (30 s, 52-65 °C) und Polymeri-
sation (Dauer an verwendete Polymerase angepasst, 72 °C) durchlaufen. Der 
Erfolg der PCR wurde durch Agarosegelelektrophorese (2.2.1.1, 0,6 % Agarose) 
nachgewiesen und die lineare Plasmid-DNA gereinigt (2.2.1.3). Anschließend 
wurde die reine DNA phosphoryliert und rezirkularisiert (45 μl gereinigtes PCR-
Produkt, 5 μl 10x T4-DNA-Ligase-Puffer, 1 μl 10 mM ATP, 1 μl T4-PNK, 1 µl T4-
DNA-Ligase, 2 h Inkubation bei 25 °C). T4-DNA-Ligase wurde danach Hitze-
inaktiviert (20 min, 65 °C) und durch DpnI-Spaltung (4 h, 37 °C) wurde 
methylierte Templat-DNA abgebaut, um die Wahrscheinlichkeit falsch positiver 
Klone zu verringern. Nach einer Mikrodialyse gegen ddH2O wurden je 5 µl der 
mutierten Plasmid-DNA in elektrokompetente E. coli XL1 Blue Zellen transfor-
miert und auf dYT-Nährboden (300 µg/ml Amp) ausplattiert. Mit einzelnen 
Kolonien wurden 5 ml Kulturen angeimpft (dYT+300 µg/ml Amp) und über Nacht 
bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. Aus je 4 ml wurde Plasmid-DNA isoliert 
(2.2.1.3) und durch Sequenzieren (Microsynth AG, Balgach, Schweiz) der Erfolg 
der Mutagenese überprüft. Die Plasmide mit den gewünschten Mutationen 
wurden in elektrokompetente E. coli BL21(DE3) oder E. coli BL21(DE3) Rosetta 
(2.2.1.2) transformiert, auf dYT-Nährboden (300 µg/ml Amp) ausplattiert und über 
Nacht bei 37 °C inkubiert.  
 
2.2.2 Proteinbiochemische Methoden 
2.2.2.1 Fermentation 
dYT-Medium: 5 g/l NaCl, 10 g/l Hefeextrakt, 16 g/l Pepton 
Lysepuffer: 50 mM Tris/HCl pHRT 8,0, 10 mM EDTA, 100 mM NaCl 
Am Vortag der Fermentation wurde eine 100 ml dYT Vorkultur mit einem 
Einzelklon E. coli BL21(DE3) oder E. coli BL21(DE3) Rosetta mit dem 
gewünschten Gen angeimpft. Die Vorkultur wurde über Nacht unter Schütteln bei 
37 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurden 2,5 l dYT-Medium mit entsprechenden 
Antibiotika versetzt und 30 min lang bei 37 °C unter Schütteln präinkubiert, bevor 
mit insgesamt 2,5 ml der Vorkultur inokuliert wurde. Die Zellen wurden bei  37 °C 
unter Schütteln bis zu einer OD600 = 0,6 – 0,8 inkubiert. Durch die Zugabe von 
IPTG (Endkonzentration 1 mM) wurde die Proteinüberexpression induziert. Die 
Kultur wurde weitere 3,5 h unter Schütteln bei 37 °C inkubiert und die Zellen 
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anschließend durch Zentrifugation pelletiert (GS-3 Rotor, 5000 rpm, 4 °C, 
20 min). Die Zellpellets wurden in 60 ml Lysepuffer resuspendiert und bei -80 °C 
bis zum Zellaufschluss gelagert. Die Expression der Abl-Kinase erfolgte bei 25 °C 
über Nacht. 
  
2.2.2.2 Zellaufschluss und Reinigung der His6-SUMO-Fusions-
proteine durch Ni-NTA-Affinitätschromatographie 
Auftragspuffer: 50 mM Na2HPO4 pHRT 8,0, 100 mM NaCl, 5 mM Imidazol 
Elutionspuffer: 50 mM Na2HPO4 pHRT 8,0, 100 mM NaCl, 250 mM Imidazol 
Die Zellen (2.2.2.1) wurden unter Rühren aufgetaut und die Zellsuspension 
dadurch homogenisiert. Danach erfolgte der Zellaufschluss an einem 
Microfluidizer. Zellbestandteile und unlösliche Proteine wurden durch 
Zentrifugation (SS-34 Rotor, 15 000 rpm, 4 °C, 45 min) abgetrennt und das 
lösliche His6-SUMO-Fusionsprotein im Überstand erhalten. Der Überstand wurde 
für den ersten Reinigungsschritt auf eine Ni-NTA-Säule aufgetragen. Es wurde 
eine frisch regenerierte Ni-NTA-Säule (5 ml Volumen) verwendet, die vor dem 
Auftragen mit 20 ml Auftragspuffer äquilibriert worden war. Anschließend wurde 
das gebundene Protein mit 25 Säulenvolumen Auftragspuffer gewaschen, um 
andere, lösliche Proteine und unspezifisch bindende Proteine zu entfernen. Die 
Elution erfolgte mit vier Säulenvolumen Elutionspuffer. Dabei wurde das erste 
Säulenvolumen als Durchbruch verworfen, die folgenden drei Säulenvolumen 
wurden als Eluat gesammelt und die Konzentration des Fusionsproteins durch 
Absorptionsmessung bei 280 nm gemäß dem Lambert-Beerschen Gesetz 
(Gleichung 1) bestimmt. 
d c   ε A   1 
A gemessene Absorption bei 280 nm 
ɛ molarer Extinktionskoeffizient bei 280 nm (M-1 cm-1) 
c Proteinkonzentration (M) 
d Schichtdicke der Küvette (cm) 
Um das gewünschte Protein von dem His6-SUMO-Tag zu spalten, wurde das 
Eluat über Nacht bei 4 °C in Anwesenheit von His6-Senp2 (humane SUMO-
Protease, 1 mg Protease pro 150 mg Fusionsprotein) gegen 2 l Auftragspuffer 
(+ 0,5 mM DTT) dialysiert (3,5 kDa Ausschlussvolumen) und dabei das Fusions-
protein gespalten und das Imidazol aus dem Elutionspuffer verdünnt. Das 
Dialysat wurde erneut auf eine Ni-NTA-Säule aufgetragen. Dabei blieben das 
gespaltene His6-SUMO und His6-Senp2 an der Säule gebunden, das Tag-freie 
Protein wurde im Durchbruch erhalten, die Säule mit zusätzlich zwei Säulen-
volumen Auftragspuffer gespült und das Volumen auf 4 ml eingeengt (Amicon® 
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Ultra-15, 3 kDa Ausschlussvolumen). Dieses Volumen konnte direkt für die 
abschließende Gelfiltrationschromatographie eingesetzt werden. 
 
2.2.2.3 Gelfiltrationschromatographie 
Gelfiltrationspuffer 100 mM Kaliumphosphat pH 7,4 
Gelfiltrationspuffer für 
Abl-KD und c-CrkII für 
die Phosphorylierung 
50 mM Hepes, 100 mM NaCl, pHRT 7,6, 1 mM DTT 
Als letzter Reinigungsschritt der Proteinvarianten wurde eine Gelfiltrations-
chromatographie durchgeführt. Bei dieser Methode werden Moleküle nach ihrer 
Größe voneinander getrennt, wodurch Gelfiltration eine exzellente Möglichkeit ist, 
um fehlgefaltete oder aggregierte Proteine abzutrennen und das Protein gleich-
zeitig in einen anderen Puffer zu überführen. Es wurde eine Superdex 75 prep-
grade Gelfiltrationssäule (Pharmacia XK 16/600) verwendet, die zuvor mit einem 
Säulenvolumen Gelfiltrationspuffer (1,0 ml/min) äquilibriert worden war. Danach 
wurden 4 ml der Proteinlösung (2.2.2.2) aufgetragen und mit einem 
Säulenvolumen Gelfiltrationspuffer eluiert (1,0 ml/min). Während der 
Chromatographie wurde die Absorption bei 280 nm aufgezeichnet, um das 
Chromatogramm zu erhalten. Zwischen einem Elutionsvolumen von 25 ml und 
130 ml wurden 1,7 ml Fraktionen gesammelt. Die Fraktionen, die das 
gewünschte Protein enthielten, wurden vereinigt und auf etwa 1,0 ml konzentriert 
(Amicon® Ultra-15, Ausschlussgewicht 3 kDa). Die Proteinkonzentration wurde 
durch Absorptionsmessung gemäß Gleichung 1 bestimmt. Die gereinigten 
Proteinvarianten wurden bei -80 °C aufbewahrt. 
 
2.2.2.4 Reinigung eines Peptidliganden 
Auftragspuffer: 50 mM Na2HPO4, pHRT 8,0, 100 mM NaCl, 5 mM Imidazol 
Waschpuffer: 50 mM Na2HPO4, pHRT 8,0, 100 mM NaCl, 5 mM Imidazol, 6 M 
GdmCl 
Elutionspuffer: 50 mM Na2HPO4, pHRT 8,0, 100 mM NaCl, 250 mM Imidazol 
Um die Bindung eines Peptidliganden an SH3-Domänen messen zu können, 
wurde dieser Ligand heterolog in E. coli BL21(DE3) als His6-SUMO-Fusion 
exprimiert (2.2.1.5 und 2.2.2.1). Dieses Expressions- und Reinigungsprotokoll 
wurde von C. Baumgärtel im Rahmen ihrer Masterarbeit (durchgeführt unter 
meiner Betreuung) erarbeitet und danach nur noch leicht modifiziert. Nach dem 
Zellaufschluss an einem Microfluidizer wurden Zellbestandteile und unlösliche 
Proteine durch Zentrifugation (SS-34 Rotor, 15 000 rpm, 4 °C, 30 min) abgetrennt 
und der Überstand auf eine 5 ml Ni-NTA-Säule aufgetragen. Danach wurde die 
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Säule mit dem gebundenen Fusionsprotein unter denaturierenden Bedingungen 
mit zehn Säulenvolumen Waschpuffer gespült, um mögliche Interaktionen 
zwischen dem Peptid und zellulären Proteinen aus E. coli aufzuheben. 
Anschließend wurde mit zehn Säulenvolumen Waschpuffer gewaschen, damit 
His6-SUMO zurückfalten konnte und mit vier Säulenvolumen Elutionspuffer 
eluiert (vgl. 2.2.2.2). Das Eluat wurde auf ein Volumen von 4 ml reduziert 
(Amicon® Ultra-15, Ausschlussgewicht 3 kDa) und auf eine Gelfiltrationssäule 
aufgetragen (2.2.2.3). Die vereinigten Fraktionen wurden auf ein Volumen von 
4 ml eingeengt, die Peptidkonzentration bestimmt und unter leichtem Rühren die 
Abspaltung des His6-SUMO-Tags durch His6-Senp2 durchgeführt (über Nacht, 
4 °C). Durch eine zweite Ni-NTA-Affinitätschromatographie (2.2.2.2) wurden His6-
SUMO und His6-Senp2 abgetrennt. Bei diesem Schritt wurde ddH2O für die 
Elution und das Waschen verwendet, der gesammelte Durchbruch wurde 
anschließend gefriergetrocknet und in 600 µl 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4 
resuspendiert. 
 
2.2.2.5 Phosphorylierung von c-CrkII 
Phosphorylierungspuffer: 20 mM Hepes, 2 mM MgCl2, 1 mM ATP, 1 mM DTT, pH 7,6
Um den Einfluss der spezifischen Phosphorylierung von c-CrkII zu unter-
suchen, wurde gereinigtes c-CrkII in vitro mittels der gereinigten Kinase-Domäne 
der Abl-Kinase (Abl-KD) phosphoryliert. Dazu wurden 10 µM der jeweiligen c-
CrkII Variante mit 0,1 µM Abl-KD in Phosphorylierungspuffer 3 h lang unter 
leichtem Schütteln inkubiert. Der Phosphorylierungsansatz wurde auf etwa 4 ml 
eingeengt (Amicon® Ultra-15, Ausschlussgewicht 3 kDa). Durch Gelfiltration 
(2.2.2.3) in 100 mM Kaliumphosphat pH 7,4 wurden Spuren der Kinase sowie die 
Nukleotide abgetrennt, das phosphorylierte Protein auf etwa 1 ml konzentriert 
und die Konzentration durch Messung der Absorption bei 280 nm bestimmt. 
 
2.2.2.6 Reinigung der isolierten N2-Domäne des Gen-3-Proteins 
Die isolierte N2-Domäne des Gen-3-Proteins des filamentösen Phagen fd mit 
der stabilisierenden Mutation Q129H (N2) wurde als Proteinsubstrat für Prolyl-
isomerasen verwendet. Bei der Expression bildet N2 Einschlusskörper (inclusion 
bodies) und muss daher unter denaturierenden Bedingungen gereinigt werden. 
Die Rückfaltung erfolgt dabei während das Protein an die Ni-NTA-Säule gebun-
den ist. Die Reinigung wurde, wie in der Literatur beschrieben, durchgeführt (200, 
201). 
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2.2.2.7 Reinigung von p53-DBD 
Das Expressionskonstrukt für p53-DBD wurde von Professor Dr. Johannes 
Buchner zur Verfügung gestellt. p53-DBD (94-312) ist dabei mit einem N-
terminalen Hexahistidin-Tag gefolgt von einer TEV-Protease-Schnittstelle in 
pET28a kloniert. Die Reinigung erfolgte wie in der Literatur beschrieben (202). 
 
2.2.2.8 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Trenngel: 12,5 % (w/v) Acrylamid (Stammlösung mit 37,5:1 Acrylamid/N,N’-
Methylenbisacrylamid), 1 M Tris/HCl, pHRT 8,45, 0,1 % (w/v) SDS 
Sammelgel:  4,2 % (w/v) Acrylamid, 0,75 M Tris/HCl, pHRT 8,45, 0,07 % (w/v) 
SDS 
Probenpuffer (4x): 0,2 M Tris/HCl, pHRT 7,0, 10 mM DTT, 10 mM EDTA, 1,5 % (w/v) 
SDS, 48 % (w/v) Glycerin, 0,04 % (w/v) Bromphenolblau 
Anodenpuffer: 0,2 M Tris/HCl, pHRT 8,9 
Kathodenpuffer: 0,1 M Tris/HCl, 0,1 M Tricin, 0,1 % (w/v) SDS, pHRT 8,25 
Färbelösung:  0,2 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250, 25 % (v/v) 
Isopropanol, 10 % (v/v) Acetat 
Entfärbelösung: 10 % (v/v) Acetat 
Bei der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach 
Schägger und von Jagow (203) werden kleine Proteine gut nach ihrer Größe 
aufgetrennt. Dazu wurden die Proben (etwa 10 µM Protein) mit ¼ Volumen 
Probenpuffer versetzt und 10 min lang im kochenden Wasserbad erhitzt. Die 
Elektrophorese wurde in einer MIDGET-Vertikal-Elektrophorese-Apparatur bei 
einer Stromstärke von 25 mA für das Sammelgel und 35 mA für das Trenngel 
durchgeführt. Nach der Elektrophorese wurde das Sammelgel abgetrennt, das 
Trenngel in der Färbelösung kurz erhitzt und 20 min lang gefärbt. Danach wurde 
die Färbelösung gegen Entfärbelösung ausgetauscht, kurz erhitzt und 1 h lang 
entfärbt. 
 
Material und Methoden 
 
- 27 - 
 
2.2.2.9 Diskontinuierliche native-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Trenngel: 20 % (w/v) Acrylamid (Stammlösung mit 37,5:1 Acrylamid/N,N’-
Methylenbisacrylamid), 0,5 M Tris/HCl, pHRT 8,9 
Sammelgel:  3 % (w/v) Acrylamid, 0,5 M Tris/HCl, pHRT 6,8 
Probenpuffer (4x): 0,2 M Tris/HCl, pHRT 6,8, 48 % (w/v) Glycerin, 0,04 % (w/v), 
Bromphenolblau 
Anodenpuffer: 0,2 M Tris/HCl, pHRT 8,9 
Kathodenpuffer: 0,05 M Tris/HCl, 0,38 M Glycin, pHRT 8,9 
Färbelösung:  0,2 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250, 25 % (v/v) 
Isopropanol, 10 % (v/v) Acetat 
Entfärbelösung: 10 % (v/v) Acetat 
Bei der diskontinuierlichen nativen-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden 
Proteine sowohl nach ihrer Größe als auch nach der Oberflächenladung aufge-
trennt. Dazu wurden die Proben (etwa 10 µM Protein) mit ¼ Volumen Proben-
puffer versetzt. Die Elektrophorese wurde in einer MIDGET-Vertikal-Elektro-
phorese-Apparatur bei einer konstanten Stromstärke von 33 mA durchgeführt. 
Nach der Elektrophorese wurde das Sammelgel abgetrennt, das Trenngel in der 
Färbelösung kurz erhitzt und 20 min lang gefärbt. Danach wurde die Färbelösung 
gegen Entfärbelösung ausgetauscht, kurz erhitzt und 1 h lang entfärbt. 
 
2.2.3 Biophysikalische Analysen 
2.2.3.1 Fluoreszenzspektren 
Messpuffer: 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4 
Entfaltungspuffer: 100 mM Kaliumphosphat, 6 M GdmCl, pH 7,4 
Die konformationelle Entfaltung eines Proteins ist nahezu immer mit einer 
Änderung der spektralen Eigenschaften der Chromophore verbunden, da diese 
bei Entfaltung lösungsmittelzugänglich werden. Fluoreszenzspektren wurden 
aufgenommen, um diese Änderungen aufzuzeichnen und geeignete Sonden für 
weitere Experimente zu identifizieren. Dafür wurde je 0,5 µM Protein in Lösungen 
unterschiedlicher GdmCl-Konzentrationen 30 min lang bei 15 °C inkubiert. 
Anschließend wurde unter konstantem Rühren in der 1 cm Küvette bei 15 °C für 
jede GdmCl-Konzentration ein Fluoreszenzspektrum von 290 nm bis 450 nm 
nach Anregung bei 280 nm an einem Jasco FP-6500 Fluoreszenzspektrometer 
aufgezeichnet. Die Bandbreiten für Anregung und Emission betrugen je 3 nm, die 
Dämpfung 0,5 s. 
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2.2.3.2 Fern-UV-Circulardichroismus-Spektren 
CD-Puffer: 10 mM Kaliumphosphat, pH 7,4 
Durch die Aufnahme von Fern-UV-CD-Spektren kann auf einfache und 
schnelle Weise überprüft werden, ob Proteine korrekt gefaltet sind. Da im 
Wellenlängenbereich von 185 nm bis 260 nm die Peptidbindungen eines Proteins 
entsprechend der jeweiligen Sekundärstruktur eine charakteristische Absorption 
von zirkular polarisiertem Licht aufweisen, kann zwischen -helikalen, -Faltblatt- 
und ungeordneten Strukturen unterschieden werden. 
Dazu wurden die Proteinvarianten mit Hilfe einer NAPTM-Säule in CD-Puffer 
überführt. Die Proteinlösung wurde in 0,1 cm Rundküvetten gegeben und CD-
Spektren von 260 nm bis 185 nm bei 15 °C (Bandbreite 2 nm; Auflösung 0,2 s; 
20 nm/min) an einem Jasco J-710 Spektropolarimeter gemessen. Um das Signal-
zu-Rausch-Verhältnis zu verbessern, wurden mindestens 12 Spektren gemittelt 
und um das Puffersignal korrigiert. Optional wurden die Spektren auf die mittlere 
molare Elliptizität pro Aminosäure [Θ]MRW normiert (Gleichung 2).  
 
10Ndc AS
MRW 
  2 
Θ gemessene Elliptizität in mGrad 
ΘMRW mittlere molare Elliptizität pro Aminosäure in Grad cm2 dmol-1 
c Proteinkonzentration in M 
d Schichtdicke der Küvette in cm 
NAS Anzahl der Aminosäuren im Protein 
 
2.2.3.3 GdmCl-induzierte Entfaltung im Gleichgewicht 
Messpuffer: 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4 
Entfaltungspuffer: 100 mM Kaliumphosphat, 6 M GdmCl, pH 7,4 
Um die Stabilität der Proteinvarianten gegenüber GdmCl zu analysieren, 
wurden Lösungen mit aufsteigender GdmCl-Konzentration vorbereitet. Nach 
Zugabe des Proteins (Endkonzentration 0,5 µM) wurden die Gefäße dreimal 
invertiert und 1 h lang bei 15 °C inkubiert, damit sich das Entfaltungsgleich-
gewicht einstellen konnte. Die Fluoreszenzintensität der einzelnen Proben wurde 
an einem Jasco FP6500 Fluoreszenzspektrophotometer bestimmt. Dazu wurde 
die Emission bei 330 nm (3 nm Spaltbreite) nach Anregung bei 280 nm (Spalt-
breite 3 nm) unter konstantem Rühren gemessen (Dämpfung 0,5 s). Um ein 
stabiles Signal zu erhalten, wurde über sechs Messungen gemittelt. Die exakte 
GdmCl-Konzentration wurde über die Brechungsindices der einzelnen Proben 
nach Gleichung 3 berechnet (204).  
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  32 ∆n60,91  ∆n68,38 ∆n 147,57  GdmCl   3 
[GdmCl]M GdmCl-Konzentration (M) 
n Brechungsindex der Lösung 
∆n Änderung des Brechungsindex 
Nachdem die Fluoreszenzwerte um die Pufferfluoreszenz korrigiert worden 
waren, wurden die Kurvenverläufe nach Gleichung 4, unter Annahme eines Zwei-
Zustands-Modells, ausgewertet (205). Der erhaltene Kooperativitätsparameter m 
und die freie Enthalpie der Entfaltung ∆GD wurden verwendet, um die GdmCl-
Konzentration am Übergangsmittelpunkt [GdmCl]M nach Gleichung 5 zu 
berechnen (206). 
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y(D) Messgröße in Abhängigkeit der Denaturierungsmittelkonzentration 
[D] Denaturierungsmittelkonzentration (M) 
yN0 theoretische Messgröße für natives Protein in Abwesenheit von 
Denaturierungsmittel 
yU0 theoretische Messgröße für denaturiertes Protein in Abwesenheit von 
Denaturierungsmittel 
m Kooperativitätsparameter (kJ mol-1 M-1) 
mN Steigung der Basislinie des nativen Proteins (M-1) 
mU Steigung der Basislinie für denaturiertes Protein (M-1) 
GD freie Enthalpie der Entfaltungsreaktion (kJ mol-1) 
R allgemeine Gaskonstante (kJ mol-1 K-1) 
T Temperatur (K) 
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2.2.3.4 Thermisch-induzierte Entfaltung 
Messpuffer: 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4 
Neben der Stabilität gegenüber GdmCl ist auch die thermische Stabilität von 
Proteinen eine Standardgröße, um Proteine und Proteinvarianten untereinander 
zu vergleichen. Auch für Aktivitätsmessungen ist es wichtig zu wissen, ob das 
Protein unter den jeweiligen Versuchsbedingungen stabil gefaltet ist. Die 
thermisch-induzierte, konformationelle Entfaltung der Proteinvarianten wurde an 
einem Jasco J-710 Spektropolarimeter mit PTC-348 WI Peltierelement über die 
Änderung des CD-Signals bei 222 nm verfolgt. Dazu wurde die Proteinlösung 
(2 µM in 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4) in eine Quarzküvette mit 1 cm 
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Schichtdicke gegeben. Bei einer Heizrate von 60 K/h wurde alle 0,2 K ein Mess-
wert mit einer Dämpfung von 8 s aufgenommen. Die Bandbreite betrug dabei 1 
nm. 
Die thermischen Entfaltungsübergänge wurden, unter Annahme eines Zwei-
Zustands-Modells, entsprechend Gleichung 6 analysiert. Aus dem Übergangs-
mittelpunkt TM und der van’t Hoff Enthalpie HD wurde die freie Enthalpie der 
Entfaltung GD bei 15 °C bestimmt (Gleichung 7). 
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yN0 theoretische Messgröße für natives Protein bei 0 K 
yU0 theoretische Messgröße für denaturiertes Protein bei 0 K 
mN Steigung der Basislinie des nativen Proteins (K-1) 
mU Steigung der Basislinie des denaturierten Proteins (K-1) 
HD van’t Hoff Enthalpie der Entfaltungsreaktion (kJ mol-1) 
CP Änderung der molaren Wärmekapazität (J mol-1 K-1) 
R allgemeine Gaskonstante (kJ mol-1 K-1) 
T Temperatur (K) 
TM Temperatur am Übergangsmittelpunkt (K) 
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2.2.3.5 Analyse der Faltungskinetik von Proteinen 
Messpuffer: 100 mM Kaliumphosphat pH 7,4 
Entfaltungspuffer: 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4, 6 M GdmCl 
Neben der Analyse der Stabilität im Gleichgewicht kann der Prozess der 
Proteinfaltung auch zeitaufgelöst aufgezeichnet werden. Für die Entfaltungs-
kinetiken wurde Protein ausgehend von nativen Bedingungen (Messpuffer) in 
Kaliumphosphatpuffer hoher GdmCl-Konzentrationen verdünnt. Für Rück-
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faltungsexperimente wurde das jeweilige Protein in 5 M GdmCl inkubiert (1 h, 15 
°C) und durch Verdünnung in Kaliumphosphatpuffer niedriger GdmCl-Konzentra-
tionen die Rückfaltung initiiert. Bei allen Messungen wurde mit einer finalen 
Proteinkonzentration von 0,5 µM und bei einer konstanten Temperatur von 15 °C 
gearbeitet. Die exakte GdmCl-Konzentration wurde aus den Brechungsindices 
der einzelnen Proben bestimmt (Gleichung 3), bei den stopped flow Messungen 
wurde zudem der jeweilige Verdünnungsfaktor berücksichtigt. Die Fluoreszenz-
verläufe zeigten immer exponentielle Kinetiken. 
Bei den Messungen nach manueller Mischung wurde das Protein (nativ oder 
denaturiert) jeweils 20-fach verdünnt und die Fluoreszenzänderung bei 330 nm 
(Spaltbreite 3 nm) nach Anregung bei 280 nm (Spaltbreite 3 nm) an einem Jasco 
FP6500 Fluroeszenzspektrophotometer mit einer Dämpfung von 0,5 s aufge-
zeichnet. 
Die schnellen Faltungsreaktionen wurden nach stopped flow Mischung an 
einem Applied Photophysics DX.17MV sequential stopped-flow-Fluoreszenz-
spektrometer gemessen. Die Fluoreszenzänderung wurde als Spannung des 
photomultiplier aufgezeichnet. Nach Anregung bei 280 nm wurde die integrale 
Fluoreszenz oberhalb von 320 nm detektiert, da für die Faltungsstudien cGMP 
pH 1,4 als Streulichtfilter zwischen Messkammer und photomultiplier verwendet 
wurde. Da schnelle kinetische Messungen fehleranfällig sind, wurden alle 
Messungen mindestens sechsmal unter identischen Bedingungen durchgeführt 
und gemittelt. 
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mUN Kooperativitätsparameter der Rückfaltungsreaktion (M-1) 
mNU Kooperativitätsparameter der Entfaltungsreaktion (M-1) 
kNU0 Rate der Entfaltung in Abwesenheit von Denaturierungsmittel (s-1) 
kUN0 Rate der Rückfaltung in Abwesenheit von Denaturierungsmittel (s-1) 
[D]M Konzentration des Denaturierungsmittels am Übergangsmittelpunkt (M) 
t Tanford-Wert 
Aus den exponentiellen Zeitverläufen wurden durch Angleich geeigneter 
Summen aus Exponentialfunktionen die apparenten Raten  der Ent- und Rück-
faltungsreaktionen ermittelt und logarithmisch gegen die GdmCl-Konzentration 
aufgetragen. Aus dieser Auftragung wurden die Kooperativitätsparameter der 
Ent- und Rückfaltungsreaktionen (mNU, mUN), der kinetische Kooperativitäts-
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parameter m (m = RT(mNU - mUN)) und die Raten der Ent- und Rückfaltungs-
reaktionen in Abwesenheit von Denaturierungsmittel (kNU0, kUN0) bestimmt. 
Zusammen wurden diese Parameter verwendet, um die GdmCl-Konzentration 
am Übergangsmittelpunkt ([GdmCl]M) zu berechnen (Gleichung 8). Als Maß für 
die Lösungsmittelzugänglichkeit des Übergangszustandes wurde der Tanford-
Wert T berechnet (Gleichung 9).  
 
2.2.3.6 Bindung des Peptidliganden 
Um die Affinität zweier Bindungspartner zu analysieren wurden Asso-
ziationskinetiken an einem Applied Photophysics DX.17MV sequential stopped-
flow-Fluoreszenzspektrometer aufgezeichnet. Dafür wurden die beiden 
Bindungspartner durch 1:1 Verdünnung gemischt und die Fluoreszenzänderung 
oberhalb von 320 nm aufgezeichnet. Bei den Messungen wurde die Protein-
konzentration konstant gehalten, die des Bindungspartners variiert. Für alle 
Bedingungen wurden mindestens sechs einzelne Kinetiken gemessen, gemittelt 
und durch den Angleich von Exponentialfunktionen ausgewertet. Folgen Asso-
ziationsreaktionen einer Reaktion zweiter Ordnung (Gleichung 10), so nimmt die 
apparente Rate der Bindung linear mit der Konzentration des Liganden zu, wobei 
die Steigung der Assoziationsrate kon, der Schnittpunkt mit der Ordinate der 
Dissoziationsrate koff entspricht. 
A + B  AB 10 
Ist die Ligandenkonzentration deutlich höher als die Proteinkonzentration, so 
kann die Reaktion als pseudo-erster Ordnung angesehen werden und die 
gemessenen Kinetiken als Exponentialfunktionen behandelt werden. Unter 
Berücksichtigung der Massenerhaltung und der Dissoziationskonstante KD 
(Gleichung 11) kann die Konzentration des Komplexes [AB] als Funktion der 
Gesamtkonzentrationen von [A]0 und [B]0 berechnet werden (Gleichung 12). 
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KD Dissoziationskonstante (µM) 
[A]0 Gesamtkonzentration an A (µM) 
[B]0 Gesamtkonzentration an B (µM) 
[A] Konzentration an freiem A (µM) 
[B] Konzentration an freiem B (µM) 
[AB] Konzentration des Komplexes aus A und B (µM) 
koff Rate der Dissoziation (s-1) 
kon Rate der Assoziation (µM-1 s-1) 
 
2.2.3.7 Doppelmischexperimente zur Analyse der Entfaltung 
Probenpuffer: 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4 
Entfaltungspuffer: 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4; 3,3 M GdmCl 
Entfaltungspuffer pH 2: 100 mM Glycin, pH 1,8; 3,3 M GdmCl 
Bei Doppelmischexperimenten werden die Versuchsbedingungen zweimal 
verändert, bevor eine Reaktion aufgezeichnet wird. Kombiniert mit stopped-flow 
Mischung können diese Änderungen innerhalb weniger Millisekunden durch-
geführt werden. Somit können Reaktionen zu definierten Zeitpunkten 
abgebrochen und dadurch kinetische Intermediate analysiert werden. 
Um die Entfaltung eines Proteins zu analysieren und mögliche Intermediate 
zu identifizieren, die zu keiner Fluoreszenzänderung führen, wurde natives 
Protein (0 M GdmCl) durch elffache Verdünnung in Entfaltungsbedingungen (3 M 
GdmCl) überführt und nach definierten Zeitintervallen ein weiteres Mal sechsfach 
verdünnt, um wieder Rückfaltungsbedingungen zu erreichen (0,5 M GdmCl). Da 
nach der zweiten Mischung nur die Moleküle rückfalten können, die während der 
ersten Mischung entfalten konnten, ist die Amplitude der aufgezeichneten Rück-
faltungsreaktion ein direktes Maß für die Entfaltungsreaktion. Müssen etwa 
einzelne Moleküle eine hohe Energiebarriere überwinden, bevor sie entfalten, so 
wird dadurch die Rate der Entfaltung in diesem Versuchsaufbau verlangsamt. Die 
Versuche wurden an einem Applied Photophysics DX.17MV sequential stopped-
flow-Fluoreszenzspektrometer mit einer finalen Proteinkonzentration von 0,5 µM 
durchgeführt. Anregung erfolgte bei 280 nm, Emission wurde oberhalb von 
320 nm aufgezeichnet. Alle Messungen wurden bei 15 °C durchgeführt. Es 
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wurden für jedes Entfaltungsintervall mindestens acht einzelne Kinetiken 
gemessen, gemittelt und durch Angleich von Exponentialfunktionen ausgewertet. 
Die exakten GdmCl-Konzentrationen wurden refraktometrisch (Gleichung 3) 
unter Berücksichtigung der jeweiligen Verdünnung bestimmt. Die Amplitude der 
Rückfaltung wurde als Funktion der Entfaltungsdauer aufgetragen. 
 
2.2.3.8 Doppelmischexperimente zur Analyse der Rückfaltung 
Probenpuffer: 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4 
Entfaltungspuffer: 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4; 5,5 M GdmCl 
Analog zur Analyse der Entfaltung (2.2.3.7) kann auch die Rückfaltung durch 
Doppelmischexperimente analysiert werden. Denaturiertes Protein (1 h, 15 °C, 
5,5 M GdmCl) wird dabei elffach mit Probenpuffer verdünnt, um die Rückfaltung 
(0,5 M GdmCl) zu initiieren. Nach definierten Zeitintervallen wird die Protein-
lösung durch weitere sechsfache Verdünnung zurück zu Entfaltungsbedingungen 
(3 M GdmCl) gebracht und die Kinetik der Entfaltung aufgezeichnet. Die 
Amplitude dieser Reaktion gibt Auskunft über das Ausmaß der Rückfaltungs-
reaktion während der ersten Mischung.  
Alle Messungen wurden mindestens achtmal unter identischen Bedingungen 
an einem Applied Photophysics DX.17MV sequential stopped-flow-Fluoreszenz-
spektrometer mit einer finalen Proteinkonzentration von 0,5 µM bei 15 °C durch-
geführt und gemittelt. Die Auswertung erfolgte durch Angleich von Exponential-
funktionen an die Messdaten. Unter Berücksichtigung der einzelnen Verdün-
nungen wurde die genaue GdmCl-Konzentration über die Brechungsindices 
bestimmt (Gleichung 3). Die Amplitude der Entfaltung wurde als Funktion der 
Rückfaltungsdauer aufgetragen. 
 
2.2.3.9 Doppelmischexperimente um den Zusammenhang von 
Faltung und Funktion zu untersuchen 
Probenpuffer: 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4 
Entfaltungspuffer: 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4; 5,5 M GdmCl 
Um den Faltungszustand der verschiedenen Proteine mit deren Funktion zu 
verbinden, wurden Doppelmischexperimente wie in 2.2.3.8 durchgeführt. Protein 
wurde in 3 M GdmCl denaturiert (1 h, 15 °C) und anschließend die Rückfaltung 
durch elffache Verdünnung in Probenpuffer initiiert. Nach definierten 
Zeitintervallen wurde durch weitere sechsfache Verdünnung mit Probenpuffer + 
2,4 µM C3G18 die Assoziation des jeweiligen Proteins mit dem Peptidliganden 
C3G18 aufgezeichnet. Da die Assoziationsreaktion etwa 100-mal schneller abläuft 
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als die Faltung des Proteins, konnte somit der Zustand, der nach der ersten 
Mischung erreicht wurde, hinsichtlich der Funktion untersucht werden. In diesem 
Experiment gibt die Amplitude der Bindung Auskunft über den Faltungszustand 
des Proteins. 
 
2.2.3.10 Aktivitätstest von Prolylisomerasen 
Messpuffer für Tetrapeptide: 100 mM Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7,5 
Messpuffer für XP-N2: 100 mM Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7,5 
Messpuffer für RCM-T1 100 mM Tris/HCl, pHRT 7,8, 2 M NaCl 
Um die katalytische Effizienz verschiedener PPIasen gegenüber den 
einzelnen Substraten zu bestimmen, wurden PPIase-Tests durchgeführt. Dazu 
wurden in 1 cm Quarzküvetten der jeweilige Puffer sowie die jeweilige 
Konzentration an PPIase vorgelegt und bei 15 °C äquilibriert. Durch Zugabe des 
Substrats (entfaltete N2, RCM-T1 oder kurzes Peptid) wurde die Reaktion 
gestartet. Für N2´ als Substrat erfolgte Anregung bei 280 nm und die 
Fluoreszenz wurde bei 340 nm aufgezeichnet, Die Fluoreszenz von RCM-T1 
wurde bei 268 nm angeregt und bei 320 nm ausgelesen. Die Peptidsubstrate 
wurden bei 316 nm angeregt und die Fluoreszenz bei 416 nm detektiert. Alle 
PPIase-Tests wurden an einem Jasco FP-6500 Fluoreszenzspektrometer (Anre-
gungsbandbreite 3 nm; Emissionsbandbreite 5 nm) mit einer Dämpfung von 0,5 s 
aufgenommen. Die Daten wurden als monoexponentielle Funktionen ausge-
wertet.  
Die dadurch erhaltenen, apparenten Geschwindigkeitskonstanten  (s-1) 
setzen sich aus den Geschwindigkeitskonstanten der katalysierten kkat (s-1) und 
der unkatalysierten Reaktionen k0 (s-1) zusammen. Um die katalytische Effizienz 
einfacher, enzymkatalysierter Reaktionen zu beschreiben, wird die Spezifitäts-
konstante kkat/KM (Gleichung 13 - 15) bestimmt. Unter der Voraussetzung, dass 
die Substratkonzentration deutlich unter der Michaelis-Menten-Konstante KM 
liegt, kann die Spezifitätskonstante kkat/KM aus der Abhängigkeit der apparenten 
Geschwindigkeitskonstante  von der PPIase-Konzentration bestimmt werden 
(Gleichung 15). Dazu muss zusätzlich die Rate der unkatalysierten Reaktion k0 
bekannt sein. Nimmt die apparente Rate  linear mit der PPIase-Konzentration 
zu, so kann die katalytische Effizient kkat/KM gemäß Gleichung 15 durch lineare 
Regression bestimmt werden. 
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v Reaktionsgeschwindigkeit 
k0 Geschwindigkeitskonstante der unkatalysierten Reaktion (s-1) 
kkat Geschwindigkeitskonstante der katalysierten Reaktion (s-1) 
 beobachtete Geschwindigkeitskonstante (s-1) 
[S]0 eingesetzte Substratkonzentration (M) 
[E]0 eingesetzte Enzymkonzentration (M) 
 
2.2.3.11 Theoretische Analysen kinetischer Prozesse 
Um zu überprüfen, ob ein aufgestelltes Modell mit den experimentellen 
Daten kompatibel ist, wurden theoretische Berechnungen zu dem Modell durch-
geführt. Dazu wird für jede Spezies eine Differentialgleichung aufgestellt, die die 
zeitliche Zu- und Abnahme derselben beschreibt. Um die Berechnungen für das 
Sechs-Spezies-Doppelboxmodell (Abbildung 3-24) durchzuführen, wurden die 
Gleichungen 16 - 21 und das Programm Scientist verwendet. 
Die berechneten Zeitverläufe für die Protein-Ligand-Komplexe (mit cisPro238 
und transPro238) wurden summiert und mittels Exponentialfunktionen ausge-
wertet. Die dadurch erhaltenen Amplituden entsprechen prozentualen Werten. 
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  ctcc kkkk NUUt
U 

4132  16 
  tctt kkkk NUUt
U 

6251  17 
  ctccc kkkkkk CNUNt
N 

1073984  18 
  tcttt kkkkkk CNUNt
N 

12851176  19 
  tccc kkkk CNCt
C 

1391410  20 
  cttt kkkk CNCt
C 

14111312  21 
U entfaltetes Protein 
N natives Protein 
C Protein-Ligand-Komplex 
Xc cisPro238 Form des jeweiligen Zustands 
Xt transPro238 Form des jeweiligen Zustands 
ki mikroskopische Ratenkonstante 
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3 Ergebnisse und Diskussion 
3.1 Biophysikalische Analysen von c-CrkII Proteinen 
3.1.1 Molekulare Grundlagen regulatorischer Prolylisomerisierung 
Lange galt die Annahme, dass in gefalteten Proteinen jede Prolylbindung in 
einer definierten Konformationen vorkommt, cis oder trans. Mittlerweile wurden 
allerdings zahlreiche Proteine identifiziert, die in ihrer nativ gefalteten Struktur 
einzelne Proline in cis und trans enthalten. Dadurch lassen sich Aktivitäten oder 
Interaktionen mit anderen Molekülen zeitlich genau steuern (101, 112). Die genauen 
Ursachen für die Verschiebung des cis/trans Gleichgewichts im nativen Zustand, 
sowie die Weiterleitung des dadurch generierten Signals, sind oft nur näherungs-
weise verstanden. 
In diesem Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob c-CrkII tatsächlich 
durch Prolylisomerisierung im nativen Zustand reguliert wird und ob sich die 
Proteine aus Mensch (Homo sapiens, Hs) und Huhn (Gallus gallus, Gg) darin 
unterscheiden. Aufbauend auf diese Ergebnisse sollte die molekulare Basis für 
die regulatorische Prolylisomerisierung in c-CrkII erarbeitet werden. 
 
3.1.1.1 Faltung und Funktion von SH3N-SH3C aus c-CrkII 
Alle bestehenden Modelle zur intramolekularen Regulation von c-CrkII 
beschreiben, dass die beiden SH3-Domänen, sowie der dazwischen liegende 
Linkerbereich, miteinander interagieren und dadurch die Bindungsstelle für 
Proteinliganden in der N-terminalen SH3-Domäne (SH3N) blockiert wird (116, 196) 
(Abbildung 1-4). Gemäß dem Prinzip der thermodynamischen Kopplung müssen 
feste Domäneninteraktionen die beteiligten Domänen stabilisieren und so vor 
Entfaltung schützen. Eine direkte und einfache Methode, um Mehrdomänen-
proteine auf eine derartige Kopplung hin zu analysieren, ist die Bestimmung der 
Stabilität der Domänen in Isolation und im Gesamtprotein. Da für das Protein aus 
dem Huhn die Regulation durch Prolylisomerisierung vorgeschlagen wurde und 
diese Analysen mit dem Zweidomänenkonstrukt SH3N-SH3C durchgeführt 
wurden, soll auch hier mit diesem vereinfachten System gearbeitet werden. Die 
Proteine aus dem Mensch und aus dem Huhn wurden dabei direkt miteinander 
verglichen. 
Zunächst wurden Fluoreszenzspektren der nativen und der denaturierten 
(6 M GdmCl) Proteine aufgezeichnet, um eine geeignete Sonde für Stabilitäts-
messungen festzulegen. Die intrinsische Fluoreszenz der beiden SH3-Domänen 
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sowie des Zweidomänenproteins nimmt durch Entfaltung jeweils ab und kann gut 
als Sonde für Faltungsexperimente verwendet werden. 
Die isolierten Domänen SH3N und SH3C aus beiden Spezies zeigen einfache 
Entfaltungsübergänge (Abbildung 3-1 und Tabelle 3-1) und können nach einem 
Zwei-Zustands-Modell ausgewertet werden.  
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Abbildung 3-1: Stabilität der SH3N-SH3C Proteine gegenüber GdmCl 
Dargestellt sind die Entfaltungsübergänge von SH3N (Quadrate), SH3C (Dreiecke), 
SH3N-SH3C (schwarze Kreise) und SH3N-SH3C P238A (rote Kreise) für die Proteine 
(a) aus dem Mensch und (b) aus dem Huhn. 0,5 µM des jeweiligen Proteins wurde 
mindestens 1 h lang bei 15 °C in 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4, 0 – 6 M GdmCl 
inkubiert. Die Fluoreszenz bei 330 nm wurde nach Anregung bei 280 nm 
aufgezeichnet und gegen die GdmCl-Konzentration aufgetragen. Die Werte aus der 
Analyse nach einem Zwei-Zustands-Modell (Gleichung 4) sind in Tabelle 3-1 zusam-
mengefasst. 
Generell weisen die SH3N-Domänen eine höhere Stabilität auf als die SH3C-
Domänen. Die Übergänge für die SH3N-SH3C Zweidomänenproteine liegen 
jeweils zwischen den Übergängen der isolierten Domänen. Dieser Befund deutet 
daraufhin, dass die beiden Domänen in SH3N-SH3C keiner thermodynamischen 
Kopplung unterliegen. Da beschrieben ist, dass GgSH3N-SH3C durch Prolyl-
isomerisierung an Pro238 reguliert wird, wurden auch die Stabilitäten der SH3N-
SH3C P238A Varianten bestimmt (Abbildung 3-1 und Tabelle 3-1). Die Proteine 
beider Spezies, Mensch und Huhn, werden durch diese Substitution leicht desta-
bilisiert und die Entfaltungsübergänge weisen ebenfalls einen einphasigen 
Verlauf auf. 
Die Auswertung der Übergänge der SH3N-SH3C Proteine nach einem Zwei-
Zustands-Modell ist eigentlich nicht gerechtfertigt, da in Gegenwart von zwei 
Domänen mehrere Zustände existieren können. Dennoch lassen sich die 
Verläufe am besten nach diesem einfachen Modell auswerten. Bei den erhalte-
nen, apparenten Parametern muss jedoch beachtet werden, dass sie eine 
Mischung aus den Werten der beiden Einzeldomänen sind. Die Auswertung wird 
a b 
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zusätzlich dadurch erschwert, dass die Beiträge der beiden Domänen zum 
Fluoreszenzsignal nicht abgeschätzt werden können. 
Tabelle 3-1: Stabilitätsparameter aus GdmCl-induzierten Entfaltungsübergängen 
 Proteinvariante 
[GdmCl]M 
(M) 
m 
(kJ mol-1 M-1) 
G15 °C 
(kJ mol-1) 
H
om
o sapiens 
isolierte SH3N 1,93 7,67 14,77 
isolierte S
H
3
C 
wt 1,68 9,63 16,20 
P238A 1,61 9,70 15,59 
I239F 1,41 9,89 13,98 
V272M 1,66 9,15 15,27 
I239F V272M 1,33 8,21 10,95 
S
H
3
N-S
H
3
C 
wt 1,77 9,17 16,22 
P238A 1,59 6,65 10,59 
I239F 1,50 6,00 8,97 
V272M 1,87 8,23 15,39 
I239F V272M 1,60 7,35 11,76 
P238A I239F V272M 1,39 5,86 8,15 
G
allus gallus 
isolierte SH3N 1,90 8,90 16,96 
isolierte S
H
3
C 
wt 1,49 10,46 15,58 
P238A 1,35 10,00 13,49 
F239I 1,66 7,98 13,25 
M272V 1,39 10,65 14,85 
F239I M272V 1,62 9,75 15,82 
S
H
3
N-S
H
3
C 
wt 1,58 8,23 12,97 
P238A 1,41 6,98 9,87 
F239I 1,82 9,19 16,74 
M272V 1,44 6,89 9,92 
F239I M272V 1,66 7,84 13,00 
In Tabelle 3-1 sind die thermodynamischen Parameter aus den Entfaltungsübergängen 
zusammengefasst. Die Spezies, das untersuchte Protein und die jeweiligen 
Aminosäureaustausche sind angegeben. Gemäß der Analyse nach einem Zwei-
Zustands-Modell (Gleichung 4) wurden der Kooperativitätsparameter m, die freie 
Enthalpie der Entfaltung bei 15 °C G15 °C und die GdmCl-Konzentration am 
Übergangsmittelpunkt [GdmCl]M erhalten. 
Um potentielle Domäneninteraktionen genauer analysieren zu können, 
wurden die Ent- und Rückfaltungsraten der einzelnen Proteine bestimmt 
(Abbildung 3-2). Dafür wird natives Protein in Lösungen hoher GdmCl-Konzentra-
tionen verdünnt und die Fluoreszenzabnahme zeitaufgelöst detektiert. Für Rück-
faltungsexperimente wird das zu analysierende Protein zunächst vollständig 
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entfaltet. Durch Verdünnung in Lösungen niedriger GdmCl-Konzentrationen wird 
anschließend die Fluoreszenzzunahme während der Rückfaltung aufgezeichnet. 
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Abbildung 3-2: Chevron-Auftragung für SH3N-SH3C  
Exemplarische Rückfaltungskinetiken von SH3C (schwarz), SH3C P238A (rot) und 
SH3N (gestrichelt) sind für die Proteine aus dem Mensch (a) und aus dem Huhn (b) 
aufgetragen. Die Ratenkonstanten der Entfaltung (offene Symbole) und der Rück-
faltung (ausgefüllte Symbole) für HsSH3N-SH3C (c) und GgSH3N-SH3C (d) sind als 
Funktion der GdmCl-Konzentration aufgetragen. Daten für die P238A Varianten sind 
in rot dargestellt. Die Ratenkonstanten für SH3N sind als Quadrate, für SH3C als 
Dreiecke aufgetragen. Alle Versuche wurden mit 0,5 µM Protein in 100 mM Kalium-
phosphat, pH 7,4 bei 15 °C durchgeführt. Für die Rückfaltungsexperimente wurden die 
Proteine mindestens 1 h lang in 4 M GdmCl bei 15 °C inkubiert. Nach manueller 
Mischung (SH3N) wurde die Fluoreszenz bei 330 nm nach Anregung bei 280 nm 
detektiert. Bei den stopped-flow Messungen (SH3C) wurde die integrale Fluoreszenz 
oberhalb von 320 nm nach Anregung bei 280 nm aufgezeichnet. Die Abhängigkeit der 
Ratenkonstanten von der GdmCl-Konzentration wurde gemäß einem Zwei-Zustands-
Modells ausgewertet. Die ermittelten Parameter sind in Tabelle A 1 zusammengefasst.
Dabei zeigt sich deutlich, dass SH3C etwa zehnmal schneller faltet als SH3N 
(Abbildung 3-2a und b). Diese kinetische Trennung der beiden Domänen wird 
über den gesamten Bereich an GdmCl-Konzentrationen beobachtet. Daher 
können in diesen zeitaufgelösten Experimenten beide Domänen der SH3N-SH3C 
Proteine getrennt voneinander untersucht werden. 
a b 
c d 
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Die beobachteten Faltungsreaktionen setzen sich aus Denaturierungsmittel-
abhängigen Phasen im Zeitbereich von Millisekunden bis Sekunden und einer 
GdmCl-unabhängigen Reaktion im Zeitbereich von Minuten zusammen. Dabei 
folgen die schnellen Raten jeweils einer Chevron-Auftragung. Sie spiegeln 
vermutlich die konformationelle Faltung der Domänen wider.  
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Abbildung 3-3: Chevron-Auftragung für die isolierten Domänen SH3N und SH3C  
Die Ratenkonstanten der Entfaltung (offene Symbole) und der Rückfaltung (ausge-
füllte Symbole) für (a) HsSH3N, (b) GgSH3N , (c) HsSH3C und (d) GgSH3C  sind als 
Funktion der GdmCl-Konzentration aufgetragen. Die Ratenkonstanten für SH3N sind 
als Quadrate, für SH3C als Dreiecke aufgetragen. Die Daten für die P238A Varianten 
von SH3C sind in rot dargestellt. Alle Versuche wurden mit 0,5 µM Protein in 100 mM 
Kaliumphosphat, pH 7,4 bei 15 °C durchgeführt. Für die Rückfaltungsexperimente 
wurden die Proteine mindestens 1 h lang in 4 M GdmCl bei 15 °C inkubiert. Nach 
manueller Mischung wurde die Fluoreszenz bei 330 nm nach Anregung bei 280 nm 
detektiert. Bei den stopped-flow Messungen wurde die integrale Fluoreszenz oberhalb 
von 320 nm nach Anregung bei 280 nm aufgezeichnet. Die Auswertung erfolgte durch 
den Angleich von Exponentialfunktionen an die gemessenen Fluoreszenzverläufe. Die 
Abhängigkeit der Ratenkonstanten von der GdmCl-Konzentration wurde gemäß einem 
Zwei-Zustands-Modells ausgewertet. Die somit erhaltenen Parameter sind in Tabelle 
A 1 zusammengefasst. 
Die langsame, GdmCl-unabhängige Phase ist vermutlich auf cis→trans 
Prolylisomerisierung zurückzuführen, da im denaturierten Zustand eines Proteins 
etwa 10 % der Prolylbindungen cis-Konformation einnehmen. Neben Pro238 
besitzt SH3C drei, SH3N fünf weitere Proline. 
a b 
c d 
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Die isolierten Domänen SH3N und SH3C (Abbildung 3-3) zeigen die gleichen 
Faltungsraten und Chevron-Auftragungen wie die Zweidomänenproteine 
(Abbildung 3-2). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass die Domänen in 
SH3N-SH3C kinetisch und damit auch thermodynamisch entkoppelt vorliegen. 
Dennoch weisen die Faltungskinetiken einen wichtigen Unterschied zwischen 
den Proteinen der beiden Spezies (Mensch und Huhn) auf. Während HsSH3C nur 
eine Phase für die konformationelle Faltung zeigt, wurden für GgSH3C zwei 
Rückfaltungsreaktionen aufgezeichnet (Abbildung 3-3d). In dem GgSH3N-SH3C 
Konstrukt konnte die zweite, langsamere Phase nicht detektiert werden, da sie 
vermutlich von der Rückfaltung von SH3N überlagert wird.  
In der Literatur ist beschrieben, dass c-CrkII aus dem Huhn durch Prolyliso-
merisierung an Pro238 reguliert wird. Daher wurde dieses Prolin durch Alanin 
ausgetauscht und die entsprechenden P238A Varianten der isolierten Domänen 
und der Zweidomänenproteine hinsichtlich ihrer Faltungskinetik untersucht 
(Abbildung 3-2 und Abbildung 3-3, jeweils in rot). Dabei zeigt sich, dass diese 
Aminosäuresubstitution auf HsSH3C keine Auswirkung hat. Die Raten der Ent- 
und Rückfaltung, sowie die dazugehörigen Amplituden verhalten sich genau wie 
im Wildtypprotein (Abbildung 3-4a). Für die isolierte SH3C-Domäne aus dem 
Huhn hingegen führt die Sequenzvariation P238A zum Verlust der langsamen 
Faltungsphase. Unter der Annahme, dass eine Peptidyl-Alanyl-Bindung aus 
energetischen Gründen so gut wie immer in trans-Konformation vorliegt, ist 
anzunehmen, dass die langsame Rückfaltungsphase im Wildtypprotein 
(GgSH3C) durch die cisPro238 Spezies verursacht wird. Wie bereits erwähnt, 
liegen in entfalteten Proteinen Prolylbindungen zu etwa 10 % in cis-Konformation 
vor. Die Analyse der Rückfaltungsamplituden (Abbildung 3-4b) bestärkt die 
Annahme, dass die langsame Faltungsreaktion der cisPro238 Spezies entspricht, 
da sie nur etwa 11 % zur gesamten Amplitude der Rückfaltung in den stopped-
flow Messungen beiträgt. 
Der Anteil an cisPro238 in nativ gefalteter GgSH3C kann ebenfalls aus den 
Amplituden abgeschätzt werden. Zwar entfalten die Proteine mit transPro238 und 
cisPro238 gleich schnell, wodurch sich nur ein Entfaltungsast für GgSH3C ergibt, 
im Übergangsbereich (etwa 1,5 M GdmCl) unterscheiden sich jedoch die beiden 
Spezies aufgrund ihrer geringfügig unterschiedlichen Stabilitäten. Da die Ampli-
tuden der beiden Entfaltungsreaktionen in diesem Bereich ähnlich sind, deutet 
sich an, dass in isolierter GgSH3C die cisPro238 und transPro238 Spezies etwa 
gleich stark populiert werden. Diese Beobachtung stimmt gut mit den NMR-
Analysen von Kalodimos und Mitarbeitern überein (116, 117). 
Die langsame, GdmCl-unabhängige Phase ist wahrscheinlich ebenfalls auf 
Prolylisomerisierung während der Faltung zurückzuführen. Von der P238A-
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Substitution wird diese Reaktion allerdings nicht beeinflusst (Abbildung 3-3 und 
Abbildung 3-4). Vermutlich wird sie von der Isomerisierung an anderen Prolinen 
verursacht. 
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Abbildung 3-4: Amplitudenverlauf der Faltungsreaktionen von SH3C 
Die Amplituden der Entfaltungs- (offene Symbole) und der Rückfaltungsreaktionen 
(ausgefüllte Symbole) für (a) HsSH3C und (b) GgSH3C sind als Funktion der GdmCl-
Konzentration dargestellt. (c) und (d) zeigen die Start- (Quadrate) und Endwerte 
(Dreiecke) der Faltungskinetiken. Alle Werte sind den Faltungsraten für SH3C aus 
Abbildung 3-3 zugeordnet. Die Ergebnisse für die jeweilige P238A Variante sind in rot 
dargestellt. 
Neben der Amplitudenauftragung für die Ent- und Rückfaltungsreaktion eines 
Proteins gibt auch die Start-Endwert-Analyse Aufschlüsse über den Faltungs-
prozess. Die Startwerte der Entfaltungskinetiken bei verschiedenen Denatu-
rierungsmittelkonzentrationen beschreiben dabei die Grundlinien des nativen 
Proteins, die Startwerte der Rückfaltung die Grundlinien des denaturierten 
Proteins. Die Endwerte beider Reaktionen liegen auf dem eigentlichen Übergang. 
Folgt ein Protein einem Zwei-Zustands-Modell, so ergibt die Start-Endwert-
Analyse also den Gleichgewichtsübergang des Proteins. 
Für alle Varianten von SH3C zeigt sich, dass die Rückfaltung nicht vollständig 
während der stopped-flow Messungen abläuft, da die Endwerte der Rückfaltung 
nicht den Fluoreszenzwert des nativen Proteins erreichen (Startwert der Ent-
faltung, Abbildung 3-4c und d). Diese fehlende Reaktion während der Rück-
a b 
c d 
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faltung entspricht der langsamen Rückfaltungsphase, die nach manueller 
Mischung aufgezeichnet werden kann (Abbildung 3-3c und d). Die einfachste 
Erklärung dafür ist cis→trans Prolylisomerisierung an einem oder mehreren der 
drei Proline in SH3C, die im nativen Protein in trans vorliegen. 
Die Faltungsanalysen zeigen also, dass Pro238 eine strukturelle Heteroge-
nität in c-CrkII erzeugt. Im humanen Protein liegt das Gleichgewicht dabei 
deutlich auf der Seite von transPro238, sodass die cis Spezies nicht detektiert 
werden kann. SH3C aus dem Huhn zeigt hingegen zwei deutlich voneinander 
getrennte Faltungsphasen, die durch Analyse der Amplituden, sowie Aminosäu-
reaustausch der cis (langsame Faltung) und trans (schnelle Faltung) Konforma-
tion an Pro238 zugeordnet werden konnten. In der isolierten Domäne, GgSH3C, 
liegt das Gleichgewicht zwischen cis und transPro238 bei etwa 1 : 1. Die 
Verteilung im Zweidomänenprotein SH3N-SH3C ist mit den bisherigen Ergeb-
nissen nicht zugänglich. 
Die Funktion von c-CrkII in Zellen ist die Bindung von Liganden. Um die 
Auswirkungen der Heterogenität an Pro238 auf die biologische Aktivität des 
Adapterproteins zu testen, wurden Bindungsexperimente durchgeführt. Dazu 
wurde ein Peptidligand verwendet, der hochaffin mit c-CrkII interagiert (116, 188, 207). 
Dieser Ligand stammt aus dem Guaninnukleotidaustauschfaktor C3G, einem 
natürlichen Bindungspartner von c-CrkII und wurde schon in mehreren Studien 
als Modellpeptid für die Interaktion von c-CrkII mit natürlichen Bindungspartnern 
verwendet. Trp170 macht den zentralen Teil der Ligandenbindungsstelle in SH3N 
aus (207). Durch Bindung eines Interaktionspartners, in diesem Fall des C3G-
Peptids (C3G18), ist dieses Trp deutlich weniger lösungsmittelexponiert, wodurch 
die Fluoreszenz zunimmt. Daher kann das Peptid ohne zusätzliche Modifikation 
verwendet werden, um Bindung an SH3N an Hand der Zunahme der proteineige-
nen Fluoreszenz aufzuzeichnen (Abbildung 3-5a). 
Generell bindet der Peptidligand sehr schnell an SH3N, mit apparenten 
Ratenkonstanten zwischen 50 s-1 und 800 s-1, je nach Proteinvariante und 
Peptidkonzentration. Die höchste Affinität gegenüber C3G18 weisen die isolierten 
SH3N Domänen auf, da die Bindungsstelle für Liganden frei zugänglich ist. SH3N 
aus Mensch und Huhn unterscheiden sich dabei nur geringfügig, die Asso-
ziationsreaktion läuft mit HsSH3N etwas schneller ab. Wesentlich deutlicher ist 
der Unterschied bei den SH3N-SH3C Proteinen. HsSH3N-SH3C assoziiert mit 
C3G18 mit kon = 90 µM-1 s-1, in einer einphasigen Reaktion (Abbildung 3-5b und c, 
Tabelle 3-2) und folgt somit dem einfachsten Bindungsmechanismus, in dem die 
freien Reaktionspartner mit dem gebildeten Komplex in einem Gleichgewicht 
stehen (Gleichung 10). Die Reaktionsverläufe des Zweidomänenproteins und der 
isolierten SH3N-Domäne sind sehr ähnlich, was den Schluss zulässt, dass SH3C 
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im humanen Protein keinen Einfluss auf die Interaktion von SH3N mit Liganden 
hat.  
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Abbildung 3-5: Bindung von C3G18 an SH3N-SH3C 
Dargestellt sind die Fluoreszenzemissionsspektren (a) von 0,5 µM GgSH3N (schwarz), 
2 µM C3G18 (blau), sowie 0,5 µM GgSH3N in Anwesenheit von 2 µM C3G18 (rot). 
Exemplarische Assoziationskinetiken und der Kurvenangleich mit Exponentialfunktio-
nen von 6 µM C3G18 mit 0,5 µM HsSH3N-SH3C (schwarz) und GgSH3N-SH3C (rot) sind 
in (b) aufgetragen. (c) und (d) zeigen die Abhängigkeit der Assoziationsraten von der 
Peptidkonzentration für jeweils das menschliche und das Hühnerprotein mit SH3N 
(offene Quadrate), SH3N-SH3C (ausgefüllte Quadrate) und der SH3N-SH3C P238A 
Varianten in rot. Lineare Regression ergibt kon (µM-1 s-1) und koff (s-1). Diese Werte sind 
in Tabelle 3-2 zusammengefasst. Alle Experimente wurden in 100 mM Kalium-
phosphat, pH 7,4, bei 15 °C durchgeführt. Bei der Messung der Fluoreszenz-
emissionsspektren erfolgte die Anregung bei 295 nm. Bei den Assoziationskinetiken 
wurde die Fluoreszenz oberhalb von 320 nm nach Anregung bei 295 nm 
aufgezeichnet.  
Im Zweidomänenprotein SH3N-SH3C aus dem Huhn hingegen ist die Asso-
ziationsreaktion deutlich verlangsamt im Vergleich zu der isolierten Domäne 
GgSH3N. Darüber hinaus ist die Bindungsreaktion komplexer und erfordert den 
Angleich der gemessenen Daten an die Summe zweier Exponentialfunktionen 
(Abbildung 3-5b). 
a b 
c d 
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Aus der Auftragung der apparenten Raten der Assoziation gegen die 
Peptidkonzentration (Abbildung 3-5d) wird deutlich, dass in Anwesenheit von 
SH3C (in GgSH3N-SH3C) die Assoziation mit dem Liganden etwa vierfach 
verlangsamt wird. Da die schnelle Phase der Bindung bei 15 °C nicht zuverlässig 
aufgezeichnet werden kann, wurden die Messungen auch bei 4,5 °C durchge-
führt, um die Assoziation zu verlangsamen und die beobachtete, zwei-phasige 
Bindung zu bestätigen (Abbildung A 1 und Tabelle A 2). 
Tabelle 3-2: Parameter aus den Assoziationsexperimenten 
  Proteinvariante kon (µM-1 s-1) koff (s-1) koff/kon (µM) 
H
om
o sapiens 
 isolierte SH3N 106 ± 6 50 ± 26 0,47 
S
H
3
N-S
H
3
C 
wt 90 ± 4 28 ± 18 0,31 
P238A 72 ± 3 47 ± 16 0,66 
I239F 57 ± 2 43 ± 8 0,75 
V272M 68 ± 1 19 ± 5 0,28 
I239F V272M 12 ± 1 39 ± 4 3,31 
P238A I239F V272M 65 ± 5 25 ± 12 0,39 
c-CrkII 57 ± 3 36 ± 16 0,62 
c-CrkII P238A 54 ± 2 29 ± 10 0,54 
G
allus gallus 
 isolierte SH3N 71 ± 4 50 ± 22 0,70 
S
H
3
N-S
H
3
C 
wt 16 ± 3 42 ± 16 2,58 
P238A 54 ± 2 50 ± 10 0,91 
F239I 82 ± 4 30 ± 21 0,36 
M272V 52 ± 2 22 ± 11 0,43 
F239I M272V 55 ± 2 43 ±10 0,77 
c-CrkII 21 ± 1 36 ± 5 1,70 
c-CrkII P238A 58 ± 4 35 ±20 0,60 
In Tabelle 3-2 sind die Parameter aus den Bindungsstudien (Abbildung 3-5 bis Abbildung 
3-9) zusammengefasst. Die Spezies und die jeweilige Proteinvariante sind angegeben. 
Durch lineare Regression der apparenten Assoziationsraten in Abhängigkeit der 
Ligandenkonzentration wurden kon (µM-1 s-1) und koff (s-1) ermittelt. Der Quotient koff/kon 
entspricht der Bindungskonstante KD (µM). Fehlerangaben entsprechen der 
Standardabweichung der Regression. Alle Ergebnisse wurden in unabhängigen 
Experimenten reproduziert. 
Gemäß dem Modell von Kalodimos und Mitarbeitern wird in GgSH3N-SH3C 
die Bindungsstelle in SH3N durch Interaktionen mit SH3C blockiert (116, 117). Die 
Assoziationsstudien (Abbildung 3-5b und d) zeigen zwar eine verlangsamte aber 
deutliche Bindungsphase (kon = 16 µM-1 s-1). Diese Beobachtung ist am 
einfachsten damit zu erklären, dass SH3C in GgSH3N-SH3C die Affinität von 
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SH3N gegenüber Liganden lediglich verringert, die Bindungsreaktion aber nicht 
vollständig verhindert.  
In den Faltungsstudien zu SH3C wurde in dem Protein aus dem Huhn eine 
strukturelle Heterogenität beobachtet, die auf Pro238 zurückgeführt werden 
konnte. Um die Effekte von cis und trans Pro238 auf die Ligandenbindung zu 
analysieren, wurden für die SH3N-SH3C P238A Varianten ebenfalls Bindungs-
kinetiken aufgezeichnet (Abbildung 3-5c und d). Das Bindungsverhalten des 
humanen Proteins gegenüber C3G18 wird von der Substitution P238A nur unwe-
sentlich beeinflusst (Abbildung 3-5c). Die Rate der Assoziation kon und der 
Quotient koff/kon liegen beide im gleichen Bereich wie für das Wildtypprotein 
(Tabelle 3-2). GgSH3N-SH3C P238A zeigt dagegen deutliche Unterschiede zu 
dem Wildtypprotein (Abbildung 3-5d). In der Variante kann nur noch eine 
Bindungsphase beobachtet werden. Diese verläuft nahezu identisch wie die 
Assoziation von C3G18 an die isolierte SH3N Domäne mit kon = 54 µM-1 s-1 und 
KD < 1 µM (Tabelle 3-2). 
In Kombination führen die Faltungsanalysen und die Bindungsexperimente 
zu dem Ergebnis, dass GgCrkII wie beschrieben durch Prolylisomerisierung an 
Pro238 reguliert wird. Mit cisPro238 nimmt das Protein einen geschlossenen 
Zustand ein, in dem die Bindungsstelle auf SH3N von SH3C abgeschirmt wird. 
Dieser Zustand führt jedoch nicht, wie in der Literatur beschrieben, zu einer voll-
ständigen Inhibition der Bindung an Effektorproteine, sondern reduziert lediglich 
die Affinität gegenüber Bindungspartnern. Die Spezies mit transPro238 stellt die 
aktive Proteinkonformation dar, in der die Ligandenbindung nicht durch SH3C 
eingeschränkt wird und das Protein somit in einer permanent aktiven, offenen 
Form vorliegt. Diese Heterogenität wird trotz hoher Sequenzidentität für das 
humane Protein nicht beobachtet. Da sowohl die NMR-Studien (116, 117), als auch 
die hier gezeigten Fluoreszenzmessungen mit dem artifiziellen Zweidomänen-
protein SH3N-SH3C durchgeführt wurden, wurde die Bindung von C3G18 auch an 
das Volllängenprotein c-CrkII gemessen (Abbildung A 2 und Tabelle 3-2). Da die 
Ergebnisse gut mit den Werten für SH3N-SH3C übereinstimmen, ist dieses 
vereinfachte System valide, um die Regulation von c-CrkII durch Prolylisomeri-
sierung zu analysieren. 
 
3.1.1.2 Ursachen des cis/trans Gleichgewichts an Pro238 
In Abschnitt 3.1.1.1 wurde gezeigt, dass c-CrkII aus dem Mensch und aus 
dem Huhn unterschiedlich reguliert werden. HsCrkII liegt als homogenes Protein 
vor, das konstitutiv aktiv ist und Interaktionspartner hoch-affin bindet. GgCrkII 
dagegen existiert in zwei Formen, einer offenen, bindungskompetenten Form mit 
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transPro238 und einer geschlossenen, niedrig-affinen Form mit cisPro238. Auf-
bauend auf diese Ergebnisse sollte im Folgenden erarbeitet werden, auf welche 
Aminosäurevariationen dieses verschiedenartige Verhalten der beiden Spezies 
zurückzuführen ist. Der auffälligste Unterschied der Aminosäuresequenz ist 
unmittelbar an der Position nach Pro238 mit Ile im humanen Protein und Phe in 
dem Protein aus dem Huhn. Es ist daher naheliegend anzunehmen, dass diese 
Sequenzvariation von großer Bedeutung für die Regulation von c-CrkII durch 
Prolyl-cis/trans-Isomerisierung ist.  
Um mögliche Effekte der Position nach Pro238 auf dessen Isomerisierung 
und damit auf die Ligandenbindung von c-CrkII zu charakterisieren, wurden die 
entsprechenden Kreuzvariationen zwischen dem menschlichen und dem 
Hühnerprotein in die isolierte SH3C Domäne, sowie in SH3N-SH3C eingeführt und 
hinsichtlich ihrer Faltung und der Affinität gegenüber C3G18 analysiert (Abbildung 
3-6 und Abbildung 3-7). 
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Abbildung 3-6: Bedeutung der Position nach Pro238 für die Faltung isolierter SH3C  
Die Ratenkonstanten der Entfaltung (offene Symbole) und der Rückfaltung (ausge-
füllte Symbole) für HsSH3C (a) und GgSH3C (b) sind als Funktion der GdmCl-
Konzentration aufgetragen. Die jeweiligen reziproken Varianten I239F und F239I sind 
in rot dargestellt. Alle Versuche wurden mit 0,5 µM Protein in 100 mM Kalium-
phosphat, pH 7,4 bei 15 °C durchgeführt. Für die Rückfaltungsexperimente wurden die 
Proteine mindestens 1 h lang in 4 M GdmCl bei 15 °C inkubiert. Die integrale 
Fluoreszenz wurde oberhalb von 320 nm nach Anregung bei 280 nm aufgezeichnet. 
Die Auswertung erfolgte durch den Angleich von Exponentialfunktionen an die gemes-
senen Fluoreszenzverläufe. Die Abhängigkeit der Ratenkonstanten von der GdmCl-
Konzentration wurde gemäß einem Zwei-Zustands-Modells ausgewertet. Die ermit-
telten Parameter sind in Tabelle A 1 zusammengefasst. 
Für humane SH3C mit der Substitution I239F sind zwei Effekte zu beobach-
ten. Das Protein wird durch die Aminosäurevariation destabilisiert und entfaltet 
etwa viermal schneller, genau wie SH3C aus dem Huhn (Abbildung 3-6a). Außer-
dem verläuft die Rückfaltung zweiphasig. Diese zweite Phase wurde in GgSH3C 
auf unterschiedliche Konformationen an Pro238 zurückgeführt. Für HsSH3C 
I239F bedeutet diese Beobachtung, dass das Protein mit Phe an Position 239, 
a b 
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ähnlich wie GgSH3C, in zwei unterschiedliche native Strukturen falten kann, die 
sich vermutlich durch die Konformation an Pro238 unterscheiden. Somit kann 
durch I239F nach Pro238 im menschlichen Protein eine Faltungsheterogenität 
der Gly237-Pro238 Bindung erzeugt werden, so wie sie für die Wildtypform des 
Proteins aus dem Huhn beobachtet wurde. Interessanter Weise führt die 
reziproke Variation F239I in SH3C aus dem Huhn zwar zu einer Stabilisierung, da 
das Protein langsamer entfaltet (entsprechend HsSH3C), die zweite Rück-
faltungsphase bleibt jedoch erhalten (Abbildung 3-6b). Da in dem Zweidomänen-
protein nur die schnelle Rückfaltungsphase aufgelöst werden kann (vgl. 3.1.1.1), 
ist nur der Effekt auf die Entfaltung in den Varianten zu beobachten (Abbildung 
3-7a und b). 
Die I239F Substitution führt also im humanen Protein eine ähnliche Hetero-
genität an Pro238 ein, wie sie für das Protein aus dem Huhn beobachtet wurde. 
Daher wurde auch die Ligandenbindung an die jeweiligen SH3N-SH3C Proteine 
gemessen. Es zeigt sich, dass HsSH3N-SH3C I239F etwa 30 % langsamer mit 
dem C3G-Peptid assoziiert (Abbildung 3-7c). Die Rate der Assoziation kon liegt 
dabei jedoch nach wie vor etwa dreimal höher als kon der cis-Spezies von 
GgSH3N-SH3C. Auf Seite des Proteins aus dem Huhn führt die Substitution F239I 
hingegen zu einem vollständigen Verlust der Domäneninteraktion und die Asso-
ziationsreaktion verläuft vergleichbar zu der Reaktion mit der isolierten SH3N 
Domäne. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Position nach Pro238 extrem 
wichtig ist, um einen signifikanten Anteil an Molekülen mit cisPro238 zu 
generieren. Sie machen aber ebenfalls deutlich, dass diese Variation alleine nicht 
ausreichend ist, um die verschiedenen Konformationen an Pro238 an die SH3N 
Domäne weiterzuleiten und die beobachteten Unterschiede in der Faltung und 
der Ligandenbindung der SH3N-SH3C Proteine aus Mensch und Huhn zu 
erklären. 
Ein weiterer Sequenzunterschied zwischen c-CrkII aus Mensch und Huhn ist 
an Position 272 zu finden. Dieser Rest ist entweder ein Val (Mensch) oder ein 
Met (Huhn). Um Effekte dieser Position zu untersuchen, wurden die entspre-
chenden Kreuzvariationen zunächst wieder in die isolierten SH3C-Domänen 
eingeführt. Ihre Entfaltungsraten und die Stabilitäten blieben von der jeweiligen 
Substitution unbeeinflusst (Abbildung 3-8a und b). Für das humane Protein war 
allerdings auch bei dieser Variante eine zweite Rückfaltungsphase zu 
beobachten, wie zuvor schon bei der I239F Substitution. Diese Beobachtung 
bedeutet, dass auch mit Ile an Position 239 ein cis/trans Gleichgewicht an 
Pro238 existieren kann, wenn sich an Position 272 nicht das wildtypische Val, 
sondern ein Met wie in dem Protein aus dem Huhn befindet. 
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Abbildung 3-7: Faltung und Ligandenbindung der reziproken SH3N-SH3C Varianten 
Die Ratenkonstanten der Entfaltung (offene Symbole) und der Rückfaltung (ausge-
füllte Symbole) für (a) HsSH3N-SH3C und (b) GgSH3N-SH3C sind als Funktion der 
GdmCl-Konzentration aufgetragen. Daten für die Kreuzvarianten (I239F und F238I) 
sind in rot dargestellt. Die Ratenkonstanten für SH3N sind als Quadrate, für SH3C als 
Dreiecke aufgetragen. (c) und (d) zeigen die Abhängigkeit der Assoziationsraten von 
der Peptidkonzentration für jeweils das menschliche und das Hühnerprotein mit SH3N-
SH3C in schwarz und den jeweiligen Kreuzvarianten (I239F und F238I) in rot. Die 
experimentellen Bedingungen wurden wie in Abbildung 3-3 und Abbildung 3-5 
gewählt. Die numerischen Werte sind in Tabelle 3-2 und Tabelle A 1 zusammen-
gefasst. 
Die Sequenzvariation M272V in SH3C aus  dem Huhn zeigt ebenfalls eine 
zweiphasige Rückfaltung (Abbildung 3-8b), was die Ergebnisse zu den Kreuz-
variationen an Position 239 unterstützt (Abbildung 3-6). Auf die Faltung der Zwei-
domänenproteine SH3N-SH3C haben die Kreuzvariationen an Position 272 keinen 
Einfluss (Abbildung 3-8c und d). 
Bei der Bindung des Peptidliganden zeigt sich, dass die Assoziation für 
HsSH3N-SH3C V272M ähnlich zu dem Wildtypprotein verläuft (Abbildung 3-8e). 
Die Rate der Assoziation ist nur minimal verlangsamt und es kann kein Hinweis 
darauf gefunden werden, dass das erzeugte cis/trans Gleichgewicht an Pro238 
(Abbildung 3-8a) eine Auswirkung auf die Funktion des Proteins hat. 
a b 
c d 
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Abbildung 3-8: Faltung und Ligandenbindung der Kreuzvarianten an Position 272 
Auftragung der Ratenkonstanten der Entfaltung (offene Symbole) und der Rückfaltung 
(ausgefüllte Symbole) für (a) HsSH3C, (b) GgSH3C, (c) HsSH3N-SH3C und (d) 
GgSH3N-SH3C als Funktion der GdmCl-Konzentration. Daten für die Kreuzvarianten 
(V272M und M272V) sind in rot dargestellt. Die Ratenkonstanten für SH3N sind als 
Quadrate, für SH3C als Dreiecke aufgetragen. (e) und (f) zeigen die Abhängigkeit der 
Assoziationsraten von der C3G18-Konzentration für jeweils das menschliche und das 
Hühnerprotein mit SH3N-SH3C in schwarz und den jeweiligen Kreuzvarianten (V272M 
und M272V) in rot. Die experimentellen Bedingungen wurden wie in Abbildung 3-3 und 
Abbildung 3-5 gewählt. Die numerischen Werte sind in Tabelle 3-2 und Tabelle A 1 
zusammengefasst. 
Für die entsprechende Proteinvariante aus dem Huhn, GgSH3N-SH3C 
M272V, ist die Weiterleitung des cis/transPro238 abhängigen Signals 
unterbrochen (Abbildung 3-8f). Die Affinität gegenüber C3G18 ist deutlich erhöht 
a b 
c d 
e f 
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relativ zu GgSH3N-SH3C.Damit wird verdeutlicht, dass auch der zweite Rest, 
Met272, neben Phe239 von großer Bedeutung ist für den Aufbau verschiedener 
konformationeller Zustände an Pro238 in SH3C und für die Weiterleitung des 
dadurch generierten Signals an die Substratbindungsstelle in SH3N. 
Aufbauend auf den Ergebnissen zu den einzelnen Aminosäureaustauschen 
an Position 239 und 272 wurden beide Variationen gleichzeitig in die Proteine 
eingebracht (I239F V272M im den humanen Proteinen und F239I M272V in den 
Proteinen aus dem Huhn, Abbildung 3-9). Das Faltungsverhalten der isolierten C-
terminalen Domänen konnte dadurch komplett ineinander umgewandelt werden 
(Abbildung 3-9a und b). Für SH3N-SH3C zeigen die Faltungskinetiken ebenfalls, 
dass durch die zwei Substitutionen I239F V272M, bzw. F239I M272V die 
Proteine aus Mensch und Huhn hinsichtlich der Faltungsraten ihrer SH3C 
Domänen vollständig ineinander überführt werden (Abbildung 3-9c und d). Die 
verbliebenen Sequenzunterschiede liegen alle im N-terminalen Bereich des 
unstrukturierten Linkers und haben daher keinen Einfluss auf Faltung und 
Stabilität von SH3C. 
Am größten sind die Effekte jedoch auf die biologische Funktion, die spezi-
fische Bindung von Interaktionspartnern. Die einzelnen Substitutionen I239F und 
V272M waren im humanen Protein zwar in der Lage ein cis/trans Gleichgewicht 
an Pro238 zu erzeugen, aber sie hatten nur einen geringen Einfluss auf die 
Bindung des Peptidliganden. Die Variante mit beiden Aminosäureaustauschen, 
HsSH3N-SH3C I239F V272M, zeigt dagegen das gleiche Bindungsverhalten wie 
GgSH3N-SH3C, dessen Bindung von der Konformation an Pro238 abhängt. 
Um zu überprüfen, ob durch die beiden simultanen Austausche wirklich ein 
Pro238-abhängiges Bindungsverhalten im humanen Protein induziert werden 
konnte, wurde in diese Doppelvariante zusätzlich die P238A Variation eingeführt. 
Diese dreifach substituierte Proteinvariante zeigt keine Auffälligkeiten in der 
Faltung, das Bindungsverhalten jedoch entspricht wieder nahezu dem humanen 
Protein (Abbildung 3-9e) bzw. der P238A Variante des Proteins aus dem Huhn 
(Abbildung 3-5d). 
Zusammen zeigen diese Ergebnisse, dass c-CrkII aus Mensch und Huhn 
sehr wahrscheinlich unterschiedlich reguliert werden und dass diese Unter-
schiede auf lediglich zwei Sequenzunterschiede zurückgeführt werden können. 
Ein Sequenzunterschied folgt direkt auf die Prolylbindung, die in cis und in trans 
Konformation vorliegen kann, um damit zwischen einem offenen und einem 
geschlossenen Zustand des Proteins zu differenzieren. 
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Abbildung 3-9: Generierung einer prolinabhängigen Regulation in HsSH3N-SH3C 
Auftragung der Ratenkonstanten der Entfaltung (offene Symbole) und der Rückfaltung 
(ausgefüllte Symbole) für (a) HsSH3C, (b) GgSH3C, (c) HsSH3N-SH3C und (d) 
GgSH3N-SH3C als Funktion der GdmCl-Konzentration. Daten für die Kreuzvarianten 
(I239F V272M und F239I M272V) sind in rot dargestellt. In blau ist die zusätzliche 
Variation P238A vor dem I239F V272M Hintergrund im humanen Protein dargestellt. 
Die Ratenkonstanten für SH3N sind als Quadrate, für SH3C als Dreiecke aufgetragen. 
(e) und (f) zeigen die Abhängigkeiten der Assoziationsraten von der C3G18-
Konzentration für jeweils das menschliche und das Hühnerprotein mit den Farben wie 
in (c) und (d). Die experimentellen Bedingungen wurden wie in Abbildung 3-3 und 
Abbildung 3-5 gewählt. Die numerischen Werte sind in Tabelle 3-2 und Tabelle A 1 
zusammengefasst. 
Mit Ile an dieser Position (wie im Mensch) tragen nahezu alle Moleküle eine 
trans-Prolylbindung vor Pro238, wohingegen Phe239 dazu führt, dass eine 
c d 
a b 
e f 
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deutlich messbare Population mit cisPro238 vorliegt. Der Rest nach Prolin ist 
folglich wichtig für die Ausprägung des cis/trans Gleichgewichts, die Hetero-
genität alleine ist jedoch nicht ausreichend, um das konformationsabhängige 
Signal an die SH3N Domäne zu kommunizieren.Dazu bedarf es eines zweiten 
Aminosäurerests, der interessanter Weise weit entfernt von Pro238 ist, Val272. 
Wird dieses Val gegen ein Met (wie in dem Protein aus dem Huhn) ausgetauscht, 
so kann das Phe239 abhängige cis/trans Gleichgewicht an Pro238 in SH3C an 
die Bindungsstelle in SH3N weitergeleitet werden. Diese beiden Substitutionen in 
Kombination sind ausreichend, um das Bindungsverhalten von HsSH3N-SH3C an 
das von GgSH3N-SH3C anzugleichen und damit einen Prolin-Schalter zu 
generieren. 
 
3.1.1.3 Energetische Kopplung zwischen Ligandenbindung und 
Prolylisomerisierung 
Wie in den vorangehenden Abschnitten gezeigt, unterscheidet sich die 
Bindung von Interaktionspartnern an c-CrkII bei Mensch und Huhn. Das humane 
Protein liegt permanent aktiv vor, wohingegen das Protein aus dem Huhn in einer 
offenen, hoch-affinen Form (mit transPro238) und einer geschlossenen, niedrig-
affinen Form (mit cisPro238) vorkommen kann. Dieses unterschiedliche 
Verhalten konnte auf lediglich zwei Sequenzunterschiede zurückgeführt werden. 
Durch reziproke Mutationen konnten die Proteine beider Spezies ineinander 
überführt werden. Dabei wurden bisher zwei Bindungsphasen aufgezeichnet, 
wobei selbst die langsame Reaktion (Pro238-abhängige Bindung) mit apparenten 
Raten von 50 s-1 und mehr deutlich zu schnell für cis/trans Prolin gesteuerte 
Prozesse ist. 
In den Faltungsstudien konnte keine thermodynamische Kopplung zwischen 
den beiden SH3 Domänen beobachtet werden. In den Ligandenbindungsstudien 
konnten jedoch verschiedene Phasen detektiert werden, die unterschiedlichen 
konformationellen Zuständen an Pro238 zugeordnet wurden. Mit transPro238 
liegt GgCrkII in einem offenen, hoch-affinen Zustand vor, der C3G18 sehr schnell 
bindet, mit cisPro238 dagegen in einem niedrig-affinen, der deutlich langsamer 
bindet. Wenn die Heterogenität an Pro238 wichtig ist für die Funktion von GgCrkII 
und, wenn die Isomerisierung dieser Bindung zur Regulation der Liganden-
bindung verwendet wird, dann müssen diese beiden Prozesse energetisch 
gekoppelt sein. Die offene Form von GgCrkII, mit transPro238, weist einen nied-
rigeren KD-Wert gegenüber dem C3G-Peptid auf als die cisPro238 Spezies 
(Tabelle 3-2), bindet den Interaktionspartner somit stärker. Der transPro238 
GgCrkII-Peptid-Komplex sollte folglich energetisch begünstigt sein gegenüber 
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dem cisPro238 GgCrkII-Peptid-Komplex. Strukturelle Analysen von GgCrkII 
durch NMR-Spektroskopie schlagen vor, dass im nativ gefalteten Protein ohne 
Ligand das cis/trans Gleichgewicht an Pro238 deutlich auf der Seite der cis 
Konformation liegt (116). 
Wählt man die Ligandenkonzentration so, dass die transPro238 Spezies 
(gemäß KD ≈ 0,5 µM) zum größten Teil im Komplex mit C3G18 vorliegt, die 
cisPro238 Spezies (KD ≈ 4 µM) jedoch nur zu einem geringen Teil den Komplex 
ausbildet (vgl. Gleichung 12), dann muss eine zusätzliche Bindungsphase beo-
bachtet werden können, deren Rate durch Prolylisomerisierung limitiert wird und 
die der Gleichgewichtsverschiebung von der niedrig-affinen cis hin zu der hoch-
affinen trans Konformation entspricht. Hierfür wurde wieder das vereinfachte 
System SH3N-SH3C verwendet. Mit 1 µM Protein und 4 µM Peptid ergeben sich ≈ 
85 % Komplex für die trans und ≈ 50 % Komplex für die cis Spezies von 
GgSH3N-SH3C. Dies sind nur Näherungswerte, da sich 1 µM SH3N-SH3C auf die 
beiden Spezies (cis und trans) aufteilt und bisher keine Informationen über das 
Gleichgewicht im freien und im peptidgebunden Zustand verfügbar sind. 
Abbildung 3-10a zeigt deutlich, dass für GgSH3N-SH3C tatsächlich eine lang-
same Bindungsphase beobachtet werden kann, die vermutlich der beschrie-
benen Gleichgewichtsverschiebung entspricht. Diese Reaktion läuft mit einer 
Rate von ungefähr 0,01 s-1 ab, was der Rate für Prolylisomerisierung bei 15 °C 
entspricht (148) und kann für GgSH3N-SH3C P238A, sowie für das humane Protein 
nicht detektiert werden. Dies ist ein weiterer wichtiger Hinweis darauf, dass die 
Interaktion mit Liganden in c-CrkII aus dem Huhn durch Prolylisomerisierung 
reguliert wird, in dem Protein aus dem Mensch jedoch nicht. Durch die zwei 
Sequenzvariationen I239F und V272M kann diese cis/trans Pro regulierte 
Bindung auch in dem humanen Protein etabliert werden. Dadurch wird das unter-
schiedliche Bindungsverhalten von c-CrkII der beiden Spezies noch deutlicher 
und die Ergebnisse aus Abschnitt 3.1.1.2 werden bestätigt. Dass die Kombination 
der beiden Reste, Phe an Position 239 und Met an 272, essentiell wichtig ist um 
die konformationelle Heterogenität an Pro238 an die Ligandenbindungsstelle in 
SH3N zu kommunizieren, wird durch die gestörte Gleichgewichtsverschiebung in 
den Einzelvarianten klar gezeigt (Abbildung 3-10b). 
Mit den Bindungsexperimenten nach manueller Mischung konnte die Gleich-
gewichtsverschiebung der Reaktion von cisPro238 nach transPro238 zugeordnet 
werden, da in der P238A Variante diese Verschiebung nicht stattfindet und die 
Gly237-Ala238 Bindung vermutlich ausschließlich in trans Konformation vorliegt. 
Dies bedeutet, dass, wie in der Literatur beschrieben (116, 117), GgCrkII im nativ 
gefalteten Zustand überwiegend mit cisPro238 vorliegt, im c-CrkII-C3G18-
Komplex jedoch transPro238 energetisch begünstigt ist. 
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Kommunikation auf molekularer Ebene ist ein bidirektionaler Prozess. Da die 
Bindung des Liganden in der Lage ist, das cis/trans Gleichgewicht im gefalteten 
Zustand des Proteins nach trans zu verschieben, muss die Faltung in 
Abwesenheit eines Liganden das Gleichgewicht in Richtung cisPro238 verschie-
ben, oder in Anwesenheit niedriger Peptidkonzentrationen in der Lage sein, 
durch die Ausbildung des geschlossenen Zustandes Peptid von der Bindungs-
stelle zu verdrängen. 
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Abbildung 3-10: cis → trans Gleichgewichtsverschiebung durch Ligandenbindung 
Aufgetragen ist die Fluoreszenzänderung von 1 µM Protein nach manueller Mischung 
mit 4 µM C3G18 in 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4 bei 15 °C. Gezeigt sind die Zeit-
verläufe der langsamen Bindung für (a) HsSH3N-SH3C (grau), HsSH3N-SH3C I239F 
V272M (rot), HsSH3N-SH3C P238A I239F V272M (blau), GgSH3N-SH3C (schwarz), 
GgSH3N-SH3C P238A (dunkelblau) und (b) HsSH3N-SH3C I239F (schwarz), HsSH3N-
SH3C V272M (blau),  GgSH3N-SH3C F239I (rot), GgSH3N-SH3C M272V (grün), 
GgSH3N-SH3C F239I M272V (dunkelblau). Die Anregung erfolgte bei 295 nm, die 
Emission wurde bei 336 nm aufgezeichnet. Der Kurvenangleich erfolgte durch 
Exponentialfunktionen. 
Bei diesen Überlegungen müssen wieder die unterschiedlichen Disso-
ziationskonstanten berücksichtigt werden. Im denaturierten Protein liegt das 
Gleichgewicht cis : trans Pro bei etwa 1 : 9. Da die konformationelle Faltung der 
beiden Domänen bei niedrigen GdmCl-Konzentrationen (< 0,5 M) mit einer Rate 
von mindestens 1 s-1 abläuft, ist die Faltung nahezu vollständig in der Totzeit der 
manuellen Mischung beendet und es liegen dabei zunächst überwiegend 
Moleküle mit transPro238 vor, die das Peptid hochaffin binden, was ebenfalls in 
der Totzeit der Mischung abläuft. Es sollte dabei jedoch nicht 100 % Komplex 
gebildet werden, vielmehr sollte nur etwa die Hälfte der Moleküle im Komplex 
vorliegen. Unter diesen Bedingungen reagiert das System am empfindlichsten 
auf Gleichgewichtsverschiebungen. Mit zunehmender Rückfaltungsdauer sollten 
immer mehr Moleküle den geschlossenen Zustand mit cisPro238 einnehmen, da 
diese Form im nativen Protein begünstigt ist. Durch die Veränderungen der 
einzelnen Proteinkonzentrationen (trans Spezies nimmt ab, cis Spezies nimmt 
zu) und die unterschiedlichen Dissoziationskonstanten der beiden Zustände 
a b 
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sollte die Faltung genug Energie aufbringen können, um einen Teil des Peptides 
durch trans→cis Isomerisierung an Pro238 aus dem Komplex zu verdrängen. 
Die Bindung des C3G-Peptids und die Rückfaltung führen beide zu einer 
Erhöhung der Proteinfluoreszenz. Daher wurde für dieses Experiment eine 
Variante des Peptides verwendet, das am C-Terminus ein zusätzliches Cys trägt, 
das mit AEDANS markiert wurde, um damit Förster-Resonanz-Energie-Transfer 
(FRET) von Trp in SH3N auf den Dansyl-Rest aufzuzeichnen und so Signalüber-
lagerungen zwischen Faltung einerseits und Ligandenbindung und -verdrängung 
andererseits zu reduzieren. 
Dieses Verdrängungsexperiment ist in Abbildung 3-11a dargestellt. Wie 
beschrieben laufen die Faltung und die Bindung in der Totzeit der manuellen 
Mischung ab. Für isolierte SH3N wird eine weitere, langsame Bindungsphase 
beobachtet, die durch nicht-native Prolinisomere in SH3N verursacht wird (vgl. 
Abbildung 3-3b). In Gegenwart der SH3C-Domäne (in GgSH3N-SH3C) wird diese 
langsame Bindungsphase durch die Verdrängung des Liganden überkompen-
siert, was insgesamt zu einer Abnahme des Energietransfers führt. Dieses 
Verhalten wurde für die P238A Variante nicht beobachtet. Damit wird bestätigt, 
dass die transPro238 Spezies die aktive Form bei der Signalweiterleitung ist und 
ein Faltungsintermediat darstellt. Durch die Isomerisierung zur cisPro238 Spezies 
wird die native, niedrig-affine Form von c-CrkII populiert und entsprechend Peptid 
verdrängt. 
Mit den beschriebenen Ergebnissen kann ein Mechanismus aufgestellt 
werden, der die Interaktion von c-CrkII aus dem Huhn mit nachgelagerten 
Substraten während der Signaltransduktion beschreibt (Abbildung 3-11b). Aus 
den Assoziationsstudien wurde deutlich, dass GgSH3N-SH3C mit C3G18 in zwei 
schnellen Phasen reagiert. Die langsamere Phase ist dabei abhängig von der cis-
Konformation der Prolylbindung an Position 238 und kann in der P238A Variante 
nicht beobachtet werden (Abbildung 3-5d und Abbildung A 1). Diese Ergebnisse 
deuten daraufhin, dass c-CrkII aus dem Huhn durch Domäneninteraktion 
zwischen SH3N und SH3C nicht autoinhibiert wird, sondern vielmehr ein niedrig-
affiner Zustand populiert wird, der von der Konformation an Pro238 abhängt. 
Wegen der unterschiedlichen Affinitäten führt die Assoziation mit Liganden zu 
einer Gleichgewichtsverschiebung von cisPro238 zu transPro238 durch eine 
Prolylisomerisierung im nativen Zustand (Abbildung 3-10a). Dass im nativen 
Zustand cisPro238 und damit der niedrig affine Zustand bevorzugt ist, wurde 
durch die Verdrängung des Liganden während der Rückfaltung gezeigt 
(Abbildung 3-11b). Durch reziproke Mutationsanalysen konnten zwei Reste 
identifiziert werden, die für die Ausbildung der prolinabhängigen Regulation und 
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somit für die Kommunikation zwischen Pro238 und der Ligandenbindungsstelle in 
SH3N notwendig sind. 
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Abbildung 3-11: Verdrängung des Liganden während der Rückfaltung von GgSH3N-
SH3C 
In (a) ist die Bindung von 2 µM AEDANS-markiertem C3G18 an 1 µM GgSH3N-SH3C 
(schwarz), GgSH3N-SH3C P238A (rot) und GgSH3N (grau) während der Rückfaltung in 
100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4, 0,06 M GdmCl bei 15 °C dargestellt. Die Anregung 
erfolgte bei 280 nm, der Energietransfer von Trp in SH3N auf AEDANS wurde bei 
500 nm  aufgezeichnet. (b) zeigt die schematische Darstellung des Bindungsmecha-
nismus für SH3N-SH3C aus dem Huhn. 
Zusammenfassend folgt die Bindung eines Liganden an GgSH3N-SH3C 
einem Vier-Spezies-Boxmodell (Abbildung 3-11b). Das Modell beschreibt, dass 
ohne Ligand der Zustand von GgCrkII mit cisPro238 bevorzugt ist. Es können 
jedoch beide Zustände, mit cisPro238 und transPro238, mit C3G18 interagieren. 
Die Affinität wird dabei von der Konformation an Pro238 gesteuert. Die Affinität 
der transPro238 Spezies ist höher als die der cisPro238 Spezies, wodurch die 
Bindung von Interaktionspartnern zu einer Gleichgewichtsverschiebung hin zu 
transPro238 führt. Nachdem der Komplex aus c-CrkII und C3G18 wieder 
aufgelöst ist, bleibt der hoch-affine, bindungskompetente Zustand weiter erhalten. 
Die Lebensdauer wird dabei durch die langsame Re-Isomerisierung an Pro238 
sichergestellt. Somit dient Prolylisomerisierung im nativen Zustand von GgCrkII 
als molekulare Zeitschaltuhr, die sicherstellt, dass auch nach dem Abbau des 
Eingangssignals noch für eine definierte Zeit Signaltransduktion stattfindet. Mit 
diesen Ergebnissen wird ein neuartiger Regulationsmechanismus bei der Signal-
transduktion vorgeschlagen, der beschreibt, wie Prolylisomerisierung im nativen 
Zustand eines Proteins als molekulares Gedächtnis verwendet werden kann. 
a b 
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3.1.2 Isomerspezifischer Kommunikationsweg in SH3C von c-CrkII 
Aufbauend auf die Ergebnisse aus 3.1.1 ergibt sich unmittelbar die Frage, 
über welchen Weg das Signal, das durch die Konformation der Prolylbindung an 
Position 238 erzeugt wird, unter Einbeziehung von Met272 zur Ligandenbin-
dungsstelle in SH3N kommuniziert wird. Um näheres Verständnis über die 
Signalweiterleitung innerhalb von c-CrkII zu erhalten, wurden systematisch 
einzelne Aminosäuren gegen Reste mit anderem chemischen Charakter ausge-
tauscht. Die Affinität gegenüber dem C3G-Peptid sollte dabei als Sonde 
verwendet werden, um zu überprüfen ob in den einzelnen Varianten noch eine 
prolinabhängige Regulation besteht. Als Ausgangsprotein wurde das humane 
SH3N-SH3C Protein mit den Substitutionen I239F und V272M (HsSH3N-SH3CPS) 
verwendet, in dem durch die beiden Substitutionen ein Prolinschalter etabliert 
worden war. Damit sollte aufgeklärt werden, warum die beiden Aminosäure-
austausche ausreichend sind, um die Proteine der beiden Spezies in einander zu 
überführen. 
 
3.1.2.1 Die SH3C-Domäne von c-CrkII als variable Faltungseinheit 
Gemäß der Interpretation der NMR-Strukturen beginnt die C-terminale SH3-
Domäne von c-CrkII im Bereich um Pro238 (116). Um die Strukturen von SH3C aus 
dem Huhn mit cis oder trans Pro238 zu lösen, musste die Domäne jedoch um 50 
% des vorangehenden Linkers verlängert werden (117). Dieser ungewöhnlich 
lange Linkerbereich von etwa 40 Resten setzt sich aus einem flexiblen, N-
terminalen und einem strukturierten, hochkonservierten, C-terminalen Bereich 
zusammen (Abbildung 1-4). In den bisherigen Experimenten wurde immer die 
SH3C-Domäne mit dem gesamten vorangehenden Linker (beginnend an Position 
200) als Referenz verwendet. Dabei war auffällig, dass sich SH3C aus Mensch 
und Huhn in ihrer Stabilität unterscheiden und dass dieser Unterschied auf die 
Position nach Pro238 zurückgeführt werden konnte (Abbildung 3-7, Tabelle 3-1). 
Falls die Stabilisierung von HsSH3C durch Wechselwirkungen mit dem Linker 
aufgebaut wird, muss dieser Effekt durch Verkürzung des Linkers aufgehoben 
werden können. Um dies zu überprüfen, wurden zunächst Varianten mit suk-
zessiv verkürztem Linker vor SH3C hergestellt. Diese Konstrukte werden jeweils 
nach der Position im Gesamtprotein benannt, an der sie beginnen (z.B. 
Hs222SH3C beginnt an Position 222 in der Mitte des Linkers).  
Um den Einfluss des Linkerbereichs auf SH3C aus dem Menschen abzu-
schätzen, wurden die SH3C-Domänen mit dem gesamten Linker (Hs200SH3C), 
dem halben Linker (Hs222SH3C) und SH3C ohne vorangehenden Linker 
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(Hs237SH3C) miteinander verglichen. Dafür wurden jeweils die Stabilitäten im 
Gleichgewicht sowie die Faltungsraten dieser Proteinvarianten bestimmt 
(Abbildung 3-12). 
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Abbildung 3-12: Einfluss der Linkerlänge auf die humane SH3C-Domäne 
Dargestellt sind (a) die GdmCl-induzierten Gleichgewichtsübergänge von Hs200SH3C 
(Kreise), Hs222SH3C (Quadrate) und Hs237SH3C (Dreiecke) sowie (b) die jeweiligen 
Raten der Ent- und Rückfaltungskinetiken (offene bzw. ausgefüllte Symbole). Alle 
Messungen wurden mit 0,5 µM Protein in 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4, 0 – 4 M 
GdmCl bei 15 °C durchgeführt. Fluoreszenz wurde bei 330 nm (Gleichgewichts-
übergang) oder oberhalb von 320 nm (Faltungskinetiken) nach Anregung bei 280 nm 
ausgelesen. Die Auswertung erfolgte jeweils nach einem Zwei-Zustands-Modell. Die 
erhaltenen Parameter sind in Tabelle 3-3 und Tabelle A 3 zusammengefasst. 
Abbildung 3-12a zeigt, dass die Stabilität von HsSH3C von der Länge des 
vorangehenden Linkers abhängt und zunimmt, je mehr Reste des Linkerbereichs 
vorhanden sind. Dabei scheint besonders der konservierte C-terminale Bereich 
des Linkers (von Position 222 bis 237) wichtig für die Stabilisierung zu sein. 
Zudem liegen die Effekte auf die Kinetik vollständig auf der Entfaltungsseite des 
Proteins (Abbildung 3-12b), was bedeutet, dass die Stabilität von SH3C durch 
verlangsamte Entfaltung erhöht wird, wenn der halbe oder der gesamte Linker 
vorhanden ist. 
Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurden weitere SH3C-Konstrukte herge-
stellt, um den Linkerbereich, der notwendig für die Stabilisierung der Domäne ist, 
genauer einzugrenzen (Abbildung 3-13 und Abbildung A 3). Dafür wurde der 
Linker zunächst noch weiter verkürzt. Alle Proteine wurden als SUMO-Fusions-
proteine in E. coli exprimiert und nach einer Ni-NTA Chromatographie wurde der 
SUMO-Tag abgespalten. Die SUMO-Protease Senp2 spaltet nicht vor Pro, des-
halb wurde in der Variante Hs238SH3C das Pro238 gegen Ala ausgetauscht und 
das entsprechende Protein Hs238SH3C P238A analysiert. Dabei zeigte sich, 
dass die Verkürzung um die Aminosäure Gly237 keinen Einfluss auf die Stabilität 
der Domäne hatte (Abbildung 3-13a). Fehlt jedoch die Aminosäure 238 
a b 
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(Hs239SH3C), so ist die Rückfaltung des Proteins verlangsamt, das gesamte 
Protein somit destabilisiert. 
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Abbildung 3-13: Analyse der Interaktion zwischen SH3C und dem vorangehenden 
Linker 
Dargestellt sind die Raten der Ent- (offene Symbole) und Rückfaltung (ausgefüllte 
Symbole) für (a) Hs238SH3C (Kreise), Hs239SH3C (Quadrate), Hs240SH3C 
(Dreiecke), (b) Daten aus der Bachelorarbeit von Tatjana Theer für die Varianten 
Hs237SH3C (Sechsecke), Hs236SH3C (Kreise), Hs235SH3C (Quadrate), Hs234SH3C 
(Dreiecke), Hs233SH3C (umgekehrte Dreiecke), Hs229SH3C (Raute), (c) Hs239SH3C 
(schwarze Kreise), Hs239SH3C I239G (blaue Kreise), Hs229SH3C (schwarze 
Quadrate), Hs229SH3C P230A P232A (blaue Quadrate), (d) Gg200SH3C (Kreise), 
Gg233SH3C (Quadrate), Gg237SH3C (Dreiecke). Das Chevron für Hs200SH3C ist in 
(a) – (c) als rote Linie mit eingezeichnet. Alle Kinetiken wurden mit 0,5 µM Protein in 
100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4, 0 – 4 M GdmCl bei 15 °C mindestens siebenmal 
gemessen, gemittelt und durch Exponentialfunktionen ausgewertet. Die Chevron-
Analyse wurde nach einem Zwei-Zustands-Modell durchgeführt (Tabelle A 3). 
Interessant dabei ist, dass das Fehlen der Aminosäure an Position 238 die 
Rückfaltungsreaktion verlangsamt. Im Gegensatz dazu führten alle Substitu-
tionen oder Verkürzungen im Linkerbereich (200 – 237), wenn überhaupt, zu 
einer veränderten Entfaltungsrate. Es wird damit bestätigt, dass die Position 238 
nicht nur eine Schlüsselposition für die Regulation der Bindungsaffinität von c-
CrkII ist, sondern dass Position 238 auch für die Stabilität der C-terminalen SH3-
a b 
c d 
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Domäne wichtig ist, die wiederum regulatorisch auf das Gesamtprotein c-CrkII 
wirkt. 
Wird auch Ile239 deletiert (Hs240SH3C), ist die SH3C- Domäne extrem 
destabilisiert und die Entfaltung etwa zehnfach beschleunigt. Rückfaltungskine-
tiken können für dieses Protein nicht aufgezeichnet werden (Abbildung 3-13a) 
und eine Abschätzung der Signaländerung im Gleichgewicht zeigt, dass 
Hs240SH3C bereits bei 15 °C und 0 M GdmCl zu etwa 70 % entfaltet vorliegt 
(Abbildung A 3a). Interaktionen der Aminosäure nach Pro238 scheinen also von 
essentieller Bedeutung für die Stabilität von SH3C zu sein. 
Tabelle 3-3: Stabilitätsparameter aus den GdmCl-induzierten Entfaltungsübergängen 
 Variante von SH3C
[GdmCl]M
(M) 
m 
(kJ mol-1 M-1)
∆G15 °C 
(kJ mol-1) 
H
om
o sapiens 
200 1,68 9,63 16,2 
222 1,57 8,23 12,9 
229* 1,67 9,33 15,5 
229 P230A P232A 1,57 10,3 16,2 
233 1,36 9,70 13,1 
234* 1,33 8,51 11,3 
235* 1,27 11,1 14,2 
236* 1,33 8,81 11,7 
237* 1,45 10,4 15,1 
238 P238A 1,47 8,13 11,9 
239 1,00 8,54 8,54 
239 I239G 0,71 10,9 7,75 
240 - - - 
G
allus 
gallus 
200 1,49 10,5 15,6 
233 1,30 10,3 13,4 
237 1,27 10,6 13,5 
Tabelle 3-3 fasst die thermodynamischen Parameter der untersuchten SH3C Varianten 
mit unterschiedlicher Linkerlänge zusammen. Die Spezies, die jeweilige Proteinvariante, 
der Kooperativitätsparameter m, die freie Enthalpie der Entfaltung bei 15 °C, ∆G15 °C und 
die GdmCl-Konzentration am Übergangsmittelpunkt [GdmCl]M gemäß der Auswertung 
nach einem Zwei-Zustands-Modell (Gleichung 4) sind angegeben. Die entsprechenden 
Messdaten sind in Abbildung 3-12 und Abbildung A 3 dargestellt. Varianten, die mit (*) 
gekennzeichnet sind, wurden von Tatjana Theer im Rahmen ihrer Bachelorarbeit 
untersucht, die von mir betreut wurde. 
Wird die SH3C-Domäne ausgehend von der Variante Hs238SH3C schritt-
weise um einzelne Aminosäuren verlängert (bis Position 233, Abbildung 3-13b), 
so wird dadurch die Stabilität nicht weiter erhöht (Bachelorarbeit von T. Theer). 
Betrachtet man jedoch die Variante Hs229SH3C, so erhält man die maximale 
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Stabilisierung, wie sie für Hs200SH3C mit dem gesamten Linkerbereich beo-
bachtet wurde (Abbildung 3-13b und Tabelle 3-3). 
Die Position 239 ist nicht nur für die Regulation, sondern auch für die Stabi-
lität von SH3C von großer Bedeutung und Hs239SH3C definiert die kleinste, 
stabile Faltungseinheit dieser Domäne. Eine Verlängerung in den N-terminalen 
Linker hinein führt bis zur Aminosäure 229 jedoch zu einer weiteren Stabili-
sierung von SH3C. 
Bei der Analyse der Faltung von SH3C war schon beobachtet worden, dass 
Ile und Phe an Position 239 unterschiedliche Auswirkungen auf die Entfaltung der 
Domäne haben (3.1.1.2). Nach Verkürzung des Linkers bis an diese Position war 
die Rückfaltung verlangsamt und SH3C destabilisiert. Um zu überprüfen, ob die 
Seitenkette der Aminosäure an Position 239 oder nur das Peptidrückgrat für eine 
stabile Faltung notwendig ist, wurde die Variante 239SH3C I239G untersucht, bei 
der nur das Peptidrückgrat Interaktionen mit der Domäne etablieren kann 
(Abbildung 3-13c). Die Variante Hs239SH3C I239G ist deutlich destabilisiert 
relativ zu Hs239SH3C, fast so stark wie Hs240SH3C (Abbildung 3-13a und c). 
Wie bei Hs240SH3C ist auch bei Hs239SH3C I239G die Entfaltung fast zehnfach 
beschleunigt, wodurch der Übergangsmittelpunkt um etwa 0,5 M GdmCl 
verschoben wird (Tabelle A 3). Aus dieser Beobachtung kann gefolgert werden, 
dass die Seitenkette an Position 239 extrem wichtig für die korrekte Faltung der 
gesamten Domäne ist. 
Die SH3C Domäne von c-CrkII weist keine Sequenzhomologie zu anderen 
SH3-Domänen auf und wird nur auf Grund ihrer Faltung als SH3-Domäne klassi-
fiziert. Generell binden SH3-Domänen polyPro-Motive. Bislang sind jedoch keine 
Bindungspartner für SH3C aus c-CrkII bekannt. Bei den Verkürzungen des 
Linkers wurde beobachtet, dass Hs229SH3C bereits die maximale Stabilisierung 
durch den vorangehenden Linker erfährt. Die Sequenz beginnend an Position 
229 bis 238 ist TPLPNLQNGP. Die Reste 230-232 bilden dabei ein typisches 
PXP-Motiv mit dem SH3-Domänen interagieren können. Ob dieses PXP-Motiv 
mit der atypischen SH3-Domäne aus c-CrkII wechselwirkt und dadurch die 
gesamte Domäne stabilisiert wird, wurde untersucht, indem die beiden Proline 
gegen Alanine ausgetauscht wurden (Hs229SH3C P230A P232A, 
Hs229SH3C PAPA). In der Tat kann für diese Variante eine leichte Destabilisie-
rung der Domäne beobachtet werden. Die Entfaltung von Hs229SH3C PAPA 
verläuft schneller als bei Hs229SH3C, ist jedoch langsamer als bei Hs233SH3C, 
einer Variante bei der das PXP-Motiv komplett fehlt. Da die beobachteten Effekte 
nur schwach ausgeprägt sind, ist anzunehmen, dass das PXP-Motiv von 230-232 
mit dem globulären Teil von SH3C interagiert, dass diese Wechselwirkung aber 
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nicht alleine für die beobachtete Stabilisierung von SH3C  durch den 
Linkerbereich von Position 229 bis Position 237 verantwortlich ist. 
Die bisherigen Analysen zum Einfluss der Linkerlänge auf die Stabilität von 
SH3C wurden mit Varianten des humanen Proteins durchgeführt. Um zu unter-
suchen, ob die Befunde auch für das Protein aus dem Huhn gelten, dessen 
SH3C-Domäne durch Phe an Position 239 per se instabiler ist (Tabelle 3-1), 
wurden auch von diesem Protein einige Schlüsselvarianten hergestellt und 
analysiert (Abbildung 3-13d). Hier zeigt sich ebenfalls, dass Gg200SH3C die 
stabilste Faltungseinheit ist. Die Stabilisierung ist jedoch nicht so deutlich wie für 
das humane Protein und Gg200SH3C entfaltet etwa viermal schneller als das 
entsprechende Protein aus dem Menschen. Ein weiterer Unterschied zwischen 
den Proteinen der beiden Spezies liegt in der zweiphasigen Rückfaltung des 
Proteins aus dem Huhn. Diese Beobachtung wurde auch für die verkürzte 
Variante Gg233SH3C gemacht, wobei sich die Kooperativität der Rückfaltung der 
cisPro238 Spezies veränderte (Abbildung 3-13d). Wird der Linker komplett 
entfernt (Gg237SH3C), so kann nur noch eine Rückfaltungsphase aufgezeichnet 
werden, die der transPro238 Spezies entspricht (vgl. Abbildung 3-3d und Tabelle 
A 1). Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass neben Phe239 und Met272 
auch die Reste direkt vor Pro238 (233-237) wichtig sind für die Kommunikation 
der beiden SH3-Domänen und damit für die Regulation von c-CrkII aus dem 
Huhn durch Prolylisomerisierung im nativen Zustand des Proteins. 
Desweitern zeigen die Ergebnisse einen weiteren Unterschied zwischen den 
c-CrkII Proteinen der beiden Spezies Mensch und Huhn auf. Zum einen wird 
SH3C stabilisiert, wenn Ile auf Pro238 folgt (wie im humanen Protein), zum 
anderen hat der vorangehende Linker, der die beiden SH3-Domänen miteinander 
verbindet, auf die humane SH3C-Domäne einen deutlich größeren Einfluss 
(Abbildung A 3d). Vermutlich interagieren die Proteine aus Mensch und Huhn 
unterschiedlich mit dem Linker, weshalb die Regulation unter Berücksichtigung 
des Linkerbereichs unterschiedlich ist. 
 
3.1.2.2 Kommunikation des Linkers mit der SH3C-Domäne 
Für die Weiterleitung des isomeren Zustands von Pro238 in SH3C an die 
Ligandenbindestelle in SH3N sind die Reste Phe239 und Met272 essentiell 
wichtig. Um die Frage zu beantworten, wie die cis/trans Konformation der 
Gly237-Pro238 Bindung in den Linker weitergeleitet wird, wurden ausgehend von 
dem humanen Protein HsSH3N-SH3C I239F V272M (HsSH3N-SH3CPS) zunächst 
einzelne Reste im Linkerbereich vor Pro238 ausgetauscht und die Proteinvarian-
ten auf ihre Fähigkeit Liganden zu binden untersucht (Abbildung 3-14). 
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Abbildung 3-14: cis/trans Pro238 abhängige Strukturierung des Linkerbereichs 
Die Überlagerung der NMR-Strukturen (a) von GgSH3C mit cisPro238 (bronze, PDB: 
2L3P (117)) und transPro238 (blau, PDB: 2L3Q (117)) wurde mit PyMol erstellt (144). 
Pro238 ist farblich hervorgehoben. Die Raten der Ent- (offene Symbole) und Rück-
faltung (ausgefüllte Symbole) der untersuchten Varianten sind in (b) dargestellt. Die 
Faltung von SH3C (Dreiecke) wurde durch stopped-flow Messungen untersucht (Anre-
gung 280 nm, Emission oberhalb von 320 nm), die Faltung von SH3N durch manuelle 
Mischung (Anregung 280 nm, Emission 330 nm). Gemessen wurde mit je 0,5 µM 
Protein in der Messzelle. Die Raten der Assoziation der Proteinvarianten mit C3G18 
sind in (c) aufgetragen. 0,5 µM Protein wurden mit zunehmenden Konzentrationen an 
C3G18 gemischt (stopped-flow, Anregung 295 nm, Emission oberhalb von 320 nm). 
Mindestens sechs Einzelkinetiken wurden gemittelt und durch Angleich von Exponen-
tialfunktionen ausgewertet. Die prolinabhängige Bindungsphase für die einzelnen 
Varianten ist in (d) dargestellt. Gemessen wurde mit 1 µM Protein und 4 µM C3G18 
(Anregung 295 nm, Emission 336 nm). Die Messungen wurden bei 15 °C durch-
geführt. Alle Variationen wurden in das Protein HsSH3N-SH3CPS (I239F V272M) 
eingeführt mit den Farben: N233A (schwarz), L234A (braun), Q235A (grün), N236A 
(blau), G237A (violett), PEP217AAA (rot), PLP230AAA (grau). HsSH3N-SH3CPS ist als 
Referenz in hellblau gezeigt. Die ermittelten Parameter aus den Faltungs- und 
Bindungsstudien sind in Tabelle A 4 und Tabelle 3-4 zusammengefasst. 
Um auszuschließen, dass die eingebrachten Aminosäurevariationen das 
Protein an sich destabilisieren, wurden zunächst die Faltungskinetiken gemes-
sen, die es ermöglichen Faltung und Stabilität beider SH3-Domänen in dem 
Zweidomänenkonstrukt separat zu analysieren (Abbildung 3-14b). 
c d 
a b 
Pro238 
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Es zeigt sich, dass keiner der Austausche in dem hier analysierten Sequenz-
bereich vor Pro238 die Stabilität und die Faltung von SH3C beeinflusst. Gleiches 
gilt, wie erwartet, für die SH3N-Domäne. Wie aus den NMR-Analysen ersichtlich 
ist, wird der Bereich vor Pro238 (232-237) in seiner Struktur stark von der 
Konformation der Prolylbindung an Position 238 beeinflusst (Abbildung 3-14a). 
Inwiefern diese strukturellen Veränderungen für die Regulation durch Prolyliso-
merisierung wichtig sind, sollte durch die Bindung von C3G18 an die HsSH3N-
SH3CPS Varianten untersucht werden (Abbildung 3-14c). N236A ist die einzige 
Substitution, die die Kinetik der Bindung von C3G18 an SH3N nicht beeinflusst 
(Abbildung 3-14c). Sie ist genauso langsam wie die Bindung an das Referenz-
protein. Alle anderen Aminosäureaustausche im Linkerbereich führen zu einer 
Beschleunigung der Assoziation. Am stärksten ausgeprägt ist der Effekt für die 
Varianten L234A und Q235A. Für diese beiden Proteine ergeben sich koff/kon-
Werte < 1 µM, was andeutet, dass die Kommunikation gestört und die Affinität 
gegenüber Liganden erhöht ist (Tabelle 3-4). In allen anderen Varianten ist die 
Bindungsreaktion in unterschiedlichem Ausmaß beschleunigt, was darauf 
hindeutet, dass auch in diesen Proteinen die Domäneninteraktion beeinträchtigt 
ist (Abbildung 3-14c und Tabelle 3-4). 
Substitutionsbedingte Störungen in der Domänenkommunikation wurden 
auch mit Hilfe der prolinabhängigen Bindung von C3G18 nach manueller 
Mischung analysiert (Abbildung 3-14d). Wie schon ausgeführt, führt die bevor-
zugte Bindung von C3G18 an die offene Form mit transPro238 zu einer Verschie-
bung des cis/trans Gleichgewichts hin zu trans und damit zu einer zusätzlichen, 
langsamen Bindungsphase (vgl. 3.1.1.3). Falls die Kommunikation zwischen 
SH3N und SH3C in den Varianten unterbrochen ist, sollte diese langsame Phase 
nicht mehr auftreten. Auch bei diesem Versuch zeigt die Variante HsSH3N-
SH3CPS N236A die größte Amplitude, die sogar etwas stärker ausgeprägt ist, als 
bei dem Ausgangsprotein (Abbildung 3-14d). Dies bestätigt, dass Asn236 für die 
Signalweiterleitung unwichtig ist. Für zwei Varianten (HsSH3N-SH3CPS 
PEP217AAA und HsSH3N-SH3CPS L234A) konnte die prolinlimitierte Bindungs-
reaktion nicht mehr detektiert werden. Die Kommunikation zwischen den beiden 
SH3-Domänen ist durch diese Sequenzvariationen offenbar vollständig aufgeho-
ben. Diese Beobachtungen sind interessant, da das Motiv Pro217-Glu218-
Pro219 in der Mitte des Linkerbereichs liegt und gemäß der Analysen zum Ein-
fluss der Linkerlänge (vgl. 3.1.2.2) keine Interaktionen mit SH3C ausbildet. Für 
Leu234 zeigen die NMR-Strukturen, dass die Seitenkette direkt mit cisPro238 
interagiert (Abbildung 3-15a und b). Diese Interaktion wird durch die veränderten 
sterischen Ansprüche der transPro238 Bindung verhindert (Abbildung 3-15a). 
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Tabelle 3-4: Parameter der Bindungsreaktionen der HsSH3N-SH3CPS Varianten  
 Proteinvariante kon (µM-1 s-1) koff (s-1) koff/kon (µM) 
H
sS
H
3
N-S
H
3
C
P
S 
HsSH3N-SH3CPS 12 ± 1 39 ± 4 3,31 
PEP217AAA 28 ± 3 66 ± 14 2,36 
PLP230AAA 27 ± 1 54 ± 7 2,00 
N233A 25 ± 1 59 ± 7 2,36 
L234A 49 ± 2 45 ± 15 0,92 
Q235A 46 ± 1 16 ± 7 0,35 
N236A 10 ± 1 62 ± 2 6,20 
G237A 46 ± 2 37 ± 13 0,80 
V267G 39 ± 2 35 ± 9 0,90 
T268G 48 ± 4 25 ± 10 0,52 
K269A 37 ± 3 56 ± 16 1,51 
I270G 47 ± 2 18 ± 11 0,38 
N271A 44 ± 2 16 ± 8 0,36 
S273G 43 ± 2 24 ± 12 0,56 
Q275A 23 ± 2 79 ± 11 3,43 
Q297E 50 ± 4 31 ± 16 0,62 
Tabelle 3-4 fasst die Ergebnisse aus den Assoziationsstudien zu den HsSH3N-SH3CPS 
Varianten mit C3G18 zusammen. Die Werte für kon und koff sowie der resultierende 
Quotient koff/kon sind angegeben. Auswertung erfolgte durch lineare Regression der 
apparenten Raten als Funktion der Peptidkonzentration (Abbildung 3-14 und Abbildung 
3-16). Fehlerangaben entsprechen der Standardabweichung der Regression. Alle Ergeb-
nisse wurden in unabhängigen Experimenten reproduziert. 
Alle weiteren Varianten in dem konservierten Linkerbereich zeigen eine 
prolinlimitierte Bindungsphase (Abbildung 3-14d), die minimal schwächer ausge-
prägt ist, als bei dem Ausgangsprotein. Dies bedeutet, dass die Kommunikation 
zwischen SH3N und SH3C in den Varianten abgeschwächt aber noch möglich ist. 
Die Seitenketten dieser Positionen modulieren also das Ausmaß der regula-
torischen Domäneninteraktion von GgCrkII. 
Der Vergleich der NMR-Strukturen von GgSH3C mit cis oder transPro238 
zeigt deutlich, dass der Bereich vor Pro238 abhängig von der Konformation der 
Prolylbindung an 238 unterschiedlich mit der SH3C-Domäne interagiert 
(Abbildung 3-15c und d). Besonders auffällig ist dabei, dass das Motiv Pro230-
Leu231-Pro232 mit cisPro238 Interaktionen zu Trp276 ausbildet (Abbildung 
3-15d). Diese Orientierung ist sehr ähnlich zur Bindung von PXP-Motiven an 
SH3-Domänen. Mit transPro238 sind diese Wechselwirkungen vollständig aufge-
hoben (Abbildung 3-15c). Die NMR-Strukturen (Abbildung 3-15) unterstützen 
somit die Funktionsdaten (Abbildung 3-14c und d), dass der Linkerbereich 
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unmittelbar vor Pro238 wichtig ist für das Ausmaß der cis/trans Gleichgewichts-
verschiebung. 
 
 
  
Abbildung 3-15: cis/trans Pro238 abhängige Struktur des Linkers 
Dargestellt sind die Strukturen von GgSH3C mit transPro238 (PDB: 2L3Q (117)) und 
cisPro238 (PDB: 2L3P (117)). Die Überlagerung der beiden Strukturen in (a) zeigt den 
Zusammenstoß von Leu234 (cisPro238, oliv/ orange) mit Gly237 (transPro238, violett/ 
blau). In (b) ist das Kalottenmodell von GgSH3C mit cisPro238 gezeigt. Veränderungen 
der Orientierung des Linkers sind in (c) für transPro238 und (d) für cisPro238 darge-
stellt. Die variierten Reste sind dunkler gefärbt, Pro238 und Met272 sind rot hervor-
gehoben. Die Abbildungen wurden mit dem Programm PyMol erstellt (144). 
 
3.1.2.3 Die strukturelle Beziehung zwischen Pro238 und Met272 
 Met272 befindet sich an der lösungsmittelexponierten Spitze eines loops 
und ist zusammen mit Phe239 notwendig für die Regulation von GgCrkII durch 
Prolylisomerisierung. Um den Zusammenhang dieser beiden Reste auf 
molekularer Ebene aufzuklären, wurden Varianten von HsSH3N-SH3CPS herge-
stellt und analysiert, die Aminosäureaustausche vor und nach Met272 tragen 
(Abbildung 3-16). 
 
c d 
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Gly237 
Pro238 
Pro238 
Met272 
Leu234 
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a b 
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Abbildung 3-16: cis/trans Pro238 abhängige Signalweiterleitung entlang eines -
Stranges in SH3C 
Die Überlagerung der NMR-Strukturen von (a) GgSH3C mit cis (bronze, PDB: 2L3P 
(117)) und trans (blau, PDB: 2L3Q (117)) Pro238 wurde mit PyMol erstellt (144). Met272 ist 
farblich hervorgehoben. Die Raten der Ent- (offene Symbole) und Rückfaltung (aus-
gefüllte Symbole) der untersuchten Varianten sind in (b) dargestellt. Die Faltung von 
SH3C (Dreiecke) wurde durch stopped-flow Messungen untersucht (Anregung 280 nm, 
Emission oberhalb von 320 nm), die Faltung von SH3N durch manuelle Mischung 
(Anregung 280 nm, Emission 330 nm). Gemessen wurde mit je 0,5 µM Protein in der 
Messzelle. Die Raten der Assoziation der Proteinvarianten mit C3G18 sind in (c) aufge-
tragen. 0,5 µM Protein wurde mit zunehmenden Konzentrationen an C3G18 gemischt 
(stopped-flow, Anregung 295 nm, Emission oberhalb von 320 nm). Mindestens sechs 
Einzelkinetiken wurden gemittelt und durch Angleich von Exponentialfunktionen aus-
gewertet. Die prolinabhängige Bindungsphase für die einzelnen Varianten ist in (d) 
dargestellt. Gemessen wurde mit 1 µM Protein und 4 µM C3G18 (Anregung 295 nm, 
Emission 336 nm). Alle Variationen wurden in das Protein HsSH3N-SH3CPS (I239F 
V272M) eingeführt mit den Farben: V267G (schwarz), T268G (grau), K269A (braun), 
I270G (silber), N271A (grün), S273G (blau), Q275A (violett), Q297E (rot). HsSH3N-
SH3CPS ist als Referenz in hellblau gezeigt. Die ermittelten Parameter aus den 
Faltungs- und Bindungsstudien sind in Tabelle A 5 und Tabelle 3-4 zusammengefasst. 
Die Varianten V267G, T268G und I270G (in HsSH3N-SH3CPS) konnten als 
lösliche Proteine gereinigt werden, zeigten jedoch keine Ent- und Rückfaltungs-
kinetiken für SH3C (Abbildung 3-16b und Tabelle A 5), da die Domäne durch die 
Aminosäureaustausche offenbar stark destabilisiert wird. In den anderen 
c d 
a b 
Biophysikalische Analysen von c-CrkII Proteinen 
- 72 - 
 
Varianten mit Sequenzvariationen vor und nach Met272 zeigten die SH3C-
Domänen Faltungsreaktionen ähnlich zu dem Ausgangsprotein. Die Stabilität und 
die Faltung von SH3N wurden von den Austauschen in SH3C nicht beeinflusst 
(Abbildung 3-16b und Tabelle A 5). 
Bei der Bindung von C3G18 zeigten alle Proteine schnellere Assoziations-
reaktionen als HsSH3N-SH3CPS (Abbildung 3-16c und Tabelle 3-4). Die lang-
samste Bindungsreaktion wurde für HsSH3N-SH3CPS Q275A beobachtet, die 
anderen Varianten zeigten Assoziationsraten ähnlich zu den Wildtypproteinen mit 
der P238A Substitution (vgl. Tabelle 3-2). Entsprechend zu den Varianten im 
Linkerbereich vor Pro238 wurde auch für die Varianten vor und nach Met272 die 
prolinlimitierte Bindung, die der cis/trans Gleichgewichtsverschiebung entspricht, 
aufgezeichnet (Abbildung 3-16d). Nur für HsSH3N-SH3CPS Q275A konnte dabei 
eine Kinetik aufgezeichnet werden, die der Pro238-abhängigen Bindung ent-
spricht (Abbildung 3-16d). In allen anderen Varianten blieb das Fluoreszenzsignal 
über 800 s konstant. Für die Varianten V267G, T268G und I270G kann dieses 
Verhalten durch die starke Destabilisierung von SH3C erklärt werden. Für alle 
anderen untersuchten Proteine, die stabil gefaltet waren, bedeutet das Fehlen 
der prolinlimitierten Bindungsphase, dass  die Kommunikation zwischen den 
beiden SH3-Domänen durch die Aminosäureaustausche aufgehoben wurde. 
Diese Ergebnisse zeigen insbesondere die Wichtigkeit der Reste vor Met272. 
In 3.1.2.2 wurde gezeigt, dass der Linkerbereich vor Pro238 abhängig von 
der Konformation dieser Prolylbindung unterschiedlich mit SH3C wechselwirkt 
(Abbildung 3-15). Diese Umlagerungen betreffen auch den Faltblattstrang, der zu 
Met272 führt und in räumlicher Nähe zu Pro238 beginnt (Abbildung 3-17). 
Mit transPro238 ist der Bereich von 268-271 weniger in die Domänenfaltung 
eingeschlossen. Der direkte Vergleich der Strukturen mit trans und cisPro238 
(Abbildung 3-17) zeigt deutlich, dass die Reste Thr268, Lys269 und Asn271 mit 
cisPro238 (Abbildung 3-17b) deutlich stärker in das H-Brückennetzwerk zweier 
benachbarter -Stränge involviert sind als mit transPro238 (Abbildung 3-17a). Für 
Asn271 zeigen die Strukturen, dass mit transPro238 (Abbildung 3-17a) vor allem 
H-Brücken zu dem Peptidrückgrat der Reste nach Met272 ausgebildet werden. 
Vermutlich wird die Schleifenstruktur zwischen den zwei -Strängen dadurch 
besser geordnet und Met272 stärker an der Oberfläche exponiert. Mit cisPro238 
sind die Reste 268, 269 und 271 stärker mit dem folgenden -Strang verbrückt. 
Met272 wird dadurch von der Spitze der Schleifenstruktur (mit transPro238, 
Abbildung 3-17a) relativ gesehen um eine Position verschoben (an den Anfang 
der Schleife, Abbildung 3-17b), wodurch auch die Anordnung der Seitenkette ver-
ändert wird. Mit cisPro238 ist Met272 somit stärker zur globulären Faltung von 
SH3C hin orientiert. 
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Abbildung 3-17: cis/trans Pro238 abhängige strukturelle Umlagerungen innerhalb von 
GgSH3C 
Dargestellt sind Ausschnitte von GgSH3C als Stäbchen mit trans (a) oder cis (b) 
Pro238 (PDB: 2L3Q und 2L3P) (117). Reste, die durch andere Aminosäuren ersetzt 
wurden, sind dunkler gefärbt, Pro238 und Met272 sind farblich hervorgehoben. Die 
beiden Strukturen sind in der gleichen Ausrichtung gezeigt. Die Abbildungen wurden 
mit PyMol erstellt (144). 
In 3.1.1 wurde gezeigt, dass Met an Position 272 notwendig ist, um c-CrkII 
durch Prolylisomerisierung im nativen Zustand zu regulieren. Warum die Seiten-
kette von Met dafür benötigt wird, kann aus den verfügbaren Strukturdaten nicht 
geschlussfolgert werden. Möglicherweise wird die Beweglichkeit der Seitenkette 
durch eine -verzweigte Aminosäure wie Val (im humanen Protein) zu stark 
eingeschränkt, um sich an die strukturelle Verschiebung von der Spitze einer 
Schleife an deren Anfang anzupassen. 
Generell zeigen die Strukturanalysen, dass mit cisPro238 sowohl der 
Linkerbereich vor Pro238, als auch der Faltblattstrang hin zu Met272 stärker in 
die Domänenstruktur von SH3C integriert sind (Abbildung 3-15 und Abbildung 
3-17). Diese verbesserte Faltblattstruktur kompensiert vermutlich die energetisch 
ungünstigen Beiträge der cis-Konformation an Pro238 und macht diesen Zustand 
dadurch zugänglich. Die Nettostabilität der gesamten Domäne ist dennoch etwas 
niedriger als mit transPro238 (Abbildung 3-3d und Tabelle A 1). Eine mögliche 
Erklärung dafür ist die Umlagerung von Phe239 (Abbildung 3-18), das neben 
Met272 essentiell ist für die Regulation von GgCrkII durch Prolylisomerisierung 
im nativen Zustand.  
Die Überlagerung der Strukturen von GgSH3C mit cis und mit transPro238 in 
Abbildung 3-18a zeigt deutlich die unterschiedliche Anordnung von Phe239. 
Während mit transPro238 Phe239 in die SH3C Domäne zeigt (Abbildung 3-18a, 
blau), rotiert die Seitenkette an die Oberfläche der Domäne, wenn Pro238 in cis-
Konformation vorliegt (Abbildung 3-18a, gelb). Aus dieser Überlagerung wird 
auch deutlich, warum der Linkerbereich vorPro238 und der Faltblattstrang zu 
Met272 hin durch Prolylisomerisierung beeinflusst werden. Zeigt Phe239 in das 
Innere von SH3C (mit transPro238), kommt es zu Abstoßungen mit dem Pro-Leu-
b 
Pro238 
Met272 
Pro238 
Met272 
Asn271 
Thr268 
Asn271 Thr268 
a 
Lys269 
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Pro Motiv (230-232) und Val267 (Abbildung 3-18a und b). Diese beiden Motive, 
die mit cisPro238 um Trp276 gepackt sind (Abbildung 3-15, Abbildung 3-18c), 
werden durch Phe239 auseinader gedrückt (Abbildung 3-18a und b), wenn 
Pro238 in trans-Konformation vorliegt. Dabei werden die -Elektronensysteme 
der Seitenketten von Phe239 und Trp276 nahezu rechtwinklig zueinander ausge-
richtet (Abbildung 3-18d). Diese neue hydrophobe Packung des Kerns von SH3C 
(mit transPro238) überkompensiert vermutlich den Verlust der Stabilisierung 
durch H-Brücken zwischen Pro230 und Trp276 (mit cisPro238, Abbildung 3-18c) 
und führt zu einer leichten Stabilisierung von GgSH3C mit transPro238 über 
GgSH3C mit cisPro238 (Abbildung 3-3d und Tabelle A 1). 
Die experimentellen Daten zur Ligandenbindung und die Analyse der 
Strukturdaten zusammen zeigen, dass Phe239 wichtig ist, um die Umstrukturie-
rung des Linkers und des Faltblattstranges zu Met272 auszulösen. Auf Grund der 
räumlich anspruchsvollen, aromatischen Seitenkette, ist die Propagation des 
cis/trans Gleichgewichts an Pro238 nur mit Phe239 möglich. Über die ebenfalls 
notwendige Umlagerung von Met272 und die damit verbundene Ausbildung 
unterschiedlicher Interaktionen an der Oberfläche von SH3C kann mit den 
verfügbaren Daten keine Aussage getroffen werden. 
Im humanen Protein mit Ile239 nach Pro238 wurde keine Regulation durch 
Prolylisomerisierung beobachtet, HsSH3C ist jedoch stabiler als GgSH3C. Diese 
Beobachtung konnte auf unterschiedliche Wechselwirkungen der beiden 
Domänen mit dem vorangehenden Linkerbereich zurückgeführt werden (vgl. 
3.1.2.1). Diese Interaktionen sind von der Konformation der Prolylbindung an 
Pro238 abhängig (Abbildung 3-15). Mit transPro238 ist SH3C leicht stabilisiert 
gegenüber SH3C mit cisPro238, da Phe239 (in GgSH3C) durch die Rotation um 
die vorangehende Prolylbindung in den hydrophoben Kern der Domäne zeigt. Die 
aliphatische Seitenkette von Ile (wie im humanen Protein) ist sterisch weniger 
anspruchsvoll als der aromatische Ring von Phe (wie im Protein aus dem Huhn) 
und kann sich daher vermutlich noch besser in das hydrophobe Innere der 
Domäne einpassen. Dadurch wird der hydrophobe Kern von SH3C dichter 
gepackt und gleichzeitig die trans-Konformation an Pro238 deutlich bevorzugt 
gegenüber der cis-Form. 
Mit diesen Ergebnissen kann erklärt werden, warum Phe239 und Met272 
notwendig sind für die Regulation von GgCrkII durch Prolylisomerisierung im 
nativen Zustand. Beide Reste in Kombination ermöglichen eine alternative 
Anordnung des hydrophoben Kerns von SH3C und eine damit verbundene 
Umstrukturierung eines H-Brückennetzwerks entlang eines Faltblattstranges der 
in der Nähe von Pro238 beginnt und dessen isomeren Zustand an Met272 
kommuniziert. Die fein abgestimmte Kompensation von konformationeller 
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Stabilität und cis/trans Isomerisierung eines Prolins ist dabei notwendig, damit 
Prolylisomerisierung als Regulationsmechanismus verwendet werden kann. 
 
 
 
 
  
Abbildung 3-18: Phe239 als zentrale Schaltstelle für Strukturumlagerungen 
Die Überlagerung der Strukturen von GgSH3C mit cis (gelb) und trans (blau) Pro238 
(PDB: 2L3Q und 2L3P) (117) ist in (a) und (b) dargestellt. Reste, die im Rahmen dieser 
Untersuchungen variiert wurden, sind dunkler, Pro238 und Met272 rot gefärbt. (c) und 
(d) zeigen Ausschnitte von GgSH3C (mit cis und transPro238) mit wichtigen Inter-
aktionen (gestrichelte Linien) in Abhängigkeit der Konformation der Prolylbindung an 
Pro238 mit Farben wie in (a) und (b). Die Pfeile in (a) zeigen auf Phe239. Die Abbil-
dungen wurden mit PyMol erstellt (144). 
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3.1.3 Prolylisomerisierung als molekulares Gedächtnis bei der 
Signaltransduktion durch c-CrkII 
In den vorangehenden Abschnitten wurde gezeigt, dass c-CrkII Proteine aus 
Mensch und Huhn unterschiedlich reguliert werden. Dieses verschiedenartige 
Verhalten konnte auf nur zwei Aminosäureunterschiede zurückgeführt werden. 
Aufbauend darauf wurde gezeigt, wie diese beiden, weit voneinander entfernten 
Aminosäuren in SH3C strukturell miteinander verknüpft sind. Mit weiteren kineti-
schen Analysen sollte nun der genaue Zusammenhang zwischen Proteinfaltung 
und -funktion von c-CrkII analysiert werden. Insbesondere sollte herausgearbeitet 
werden, wie diese beiden Prozesse durch Prolylisomerisierung im nativen 
Zustand des Proteins gesteuert werden. Mit diesen Experimenten sollte ein kine-
tischer Mechanismus aufgestellt werden, der die Faltung und die Funktion 
kombiniert und die Verschiebung des cis/trans Gleichgewichts an Pro238 von c-
CrkII aus dem Huhn beschreibt. 
 
3.1.3.1 Bildung des geschlossenen Zustands von c-CrkII während 
der Faltung 
Die beiden isolierten SH3-Domänen SH3N und SH3C unterscheiden sich 
deutlich in ihren Faltungsraten und damit auch in ihrer gesamten Dynamik. SH3C 
ist hochdynamisch und zeigt etwa zehnmal höhere Ent- und Rückfaltungsraten 
als SH3N. Dies gilt auch für das Zweidomänenprotein SH3N-SH3C. Faltungs-
studien an SH3N-SH3C konnten keinen Hinweis auf eine veränderte Faltung oder 
eine nachgelagerte Domänenassoziation geben. Die Interaktion mit dem Peptid-
liganden C3G18 zeigte jedoch deutlich, dass für das Protein aus dem Huhn 
Wechselwirkungen zwischen den beiden Domänen bestehen müssen (Abbildung 
3-5). 
Doppelmischexperimente ermöglichen es Interaktionen aufzudecken, die 
nicht mit einer Fluoreszenzänderung verbunden sind. Dabei wird, ausgehend von 
vollständig denaturiertem Protein, zunächst die Rückfaltung initiiert, in dem das 
Protein von 5,5 M GdmCl zu 0,5 M GdmCl verdünnt wird. Nach einer definierten 
Zeit wird durch eine weitere Mischung das rückfaltende Protein wieder in Entfal-
tungsbedingungen überführt (3 M GdmCl). Die Amplitude der nun einsetzenden 
Entfaltungsreaktion enthält die Information darüber, wie viele Moleküle während 
der vorangehenden Rückfaltungsphase den nativen Zustand erreicht haben. 
Findet nach der konformationellen Faltung eine spektroskopisch unsichtbare 
Domänenassoziation statt, die durch eine hohe Energiebarriere von dem lose 
assoziierten Zustand getrennt ist, so kann dies durch den beschriebenen 
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Versuchsaufbau detektiert werden, da bei der anschließenden Entfaltung eben-
falls diese Energiebarriere überwunden werden muss. 
Zunächst wurde die Ausbildung des nativen Zustands der isolierten SH3C-
Domänen (mit dem gesamten vorangehenden Linkerbereich) von c-CrkII unter-
sucht. Dabei wurde wieder das menschliche Protein mit dem Protein aus dem 
Huhn verglichen, um Unterschiede herausarbeiten zu können (Abbildung 3-19). 
Eine wichtige Kontrolle bei derartigen stopped-flow Doppelmischexperi-
menten ist die Rate der aufgezeichneten Entfaltungsreaktion. Native HsSH3C 
entfaltet in 3 M GdmCl mit 1 s-1, GgSH3C etwas schneller mit 4 s-1. Dass diese 
Raten auch nach allen Rückfaltungsdauern erhalten werden, deutet darauf hin, 
dass immer die Entfaltungsreaktion nativer Moleküle aufgezeichnet wird.  
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Abbildung 3-19: Bildung des nativen Zustands der isolierten SH3C Domäne 
Dargestellt sind die Raten (oben) und Amplituden (unten) der Entfaltung als Funktion 
der Rückfaltungsdauer für SH3C (schwarz) und SH3C P238A (rot) für isolierte SH3C 
aus dem Mensch (a) und dem Huhn (b). Alle Versuche wurden in 100 mM Kalium-
phosphat, pH 7,4 bei 15 °C durchgeführt. Die Proteine wurden in 5,4 M GdmCl 
entfaltet, in 0,49 M GdmCl rückgefaltet und anschließend die Fluoreszenzänderung 
während der Entfaltung in 3,5 M GdmCl oberhalb von 320 nm (Anregung bei 280 nm) 
aufgezeichnet. Für jede Rückfaltungsdauer wurden mindestens acht Entfaltungs-
kinetiken gemessen, gemittelt und durch Angleich von Exponentialfunktionen ausge-
wertet. Die Auswertungen der Amplitudenauftragungen sind in Tabelle A 6 zusammen-
gefasst. 
Für HsSH3C zeigen sich zwei Rückfaltungsphasen (Abbildung 3-19a). Die 
schnelle Reaktion mit einer Rate von 6 s-1 entspricht der konformationellen 
Faltung, die langsame Reaktion (≈ 0,02 s-1) der prolinlimitierten Faltung (vgl. 
Abbildung 3-3c). Der Aminosäureaustausch P238A zeigt dabei keine Auswirkung 
a b 
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auf die konformationelle Faltung. Für GgSH3C (Abbildung 3-19b) folgt der Ampli-
tudenverlauf ebenfalls den direkten Faltungskinetiken mit Raten von etwa 8 s-1 
und 0,02 s-1. Dabei kann der Verlauf der Entfaltungsamplituden jedoch nicht 
optimal durch die Summe zweier Exponentialfunktionen angeglichen werden (im 
Bereich von 0,5 s bis 2 s Rückfaltungsdauer), was auf die zweite Rückfaltungs-
reaktion von GgSH3C zurückgeführt wird. Diese Reaktion wurde der cisPro238 
Spezies zugeordnet (Abbildung 3-3d). Im entfalteten Protein, dem Ausgangs-
zustand in diesem Experiment, liegt nur ein geringer Anteil der Moleküle mit 
cisPro238 vor, trägt somit nur geringfügig zu der Entfaltungsamplitude bei und 
kann daher nicht zuverlässig quantifiziert werden. Dass diese Beobachtung für 
GgSH3C P238A nicht gemacht wird, unterstützt diese These. Für alle 
untersuchten SH3C-Domänen geben die Entfaltungstests den Zeitverlauf der 
Bildung nativen Proteins wieder, der auch in direkten, fluorimetrischen Rück-
faltungskinetiken aufgezeichnet wurde. Es gibt also keine Hinweise auf spektros-
kopisch unsichtbare Faltungsintermediate. 
Die SH3N Domäne faltet und entfaltet etwa zehnmal langsamer als SH3C 
(Abbildung 3-3) und ändert daher im aufgezeichneten Zeitbereich der 
Entfaltungsreaktion von SH3C ihren Faltungszustand kaum. Folglich kann die 
Bildung nativer SH3C auch im Zweidomänenprotein SH3N-SH3C selektiv analy-
siert werden (Abbildung 3-20, Abbildung A 4a und b). 
Dabei zeigt sich insgesamt das gleiche Verhalten wie für die isolierten SH3C-
Domänen. Auf eine schnelle Reaktion (5 s-1 – 8 s-1), die der konformationellen 
Faltung zugeordnet wird, folgt eine langsame Reaktion mit etwa 0,02 s-1, die der 
prolinlimitierten Faltung von SH3C entspricht. Die P238A Variation zeigt dabei die 
gleichen Effekte wie in isolierter SH3C. 
Die humanen Proteine HsSH3C und HsSH3N-SH3C verhalten sich gleich 
(Abbildung 3-19a und Abbildung 3-20a). Für GgSH3N-SH3C fällt jedoch auf, dass 
die beiden Phasen (8 s-1 und 0,02 s-1) nicht so strikt getrennt sind (Abbildung 
3-20b), genau wie in GgSH3C (Abbildung 3-19b). Die molekularen Ursachen 
dafür stammen vermutlich von Pro238. Auch bei diesen Messungen waren die 
Raten der aufgezeichneten Entfaltungsreaktionen für alle Rückfaltungsdauern 
konstant (Abbildung A 4a und b) und es gibt somit keine Hinweise auf eine nach-
gelagerte Domänenassoziationsreaktion. 
Da die Experimente zur unterbrochenen Rückfaltung von SH3N-SH3C keine 
Hinweise auf eine feste Domänenassoziation lieferten (Abbildung 3-20), ist davon 
auszugehen, dass die fluorimetrisch gemessenen Rückfaltungskinetiken nach 
einfacher Mischung (3.1.1.1) die vollständige Faltung des Proteins darstellen. 
Dennoch wurde vorgeschlagen, dass c-CrkII aus dem Huhn durch Prolylisomeri-
sierung im nativen Zustand reguliert wird (116). Die Hypothese ist, dass c-CrkII mit 
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transPro238 einen offenen, hoch-affinen Zustand einnimmt, mit cisPro238 hin-
gegen einen geschlossenen, niedrig-affinen Zustand (vgl. 3.1.1). 
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Abbildung 3-20: Analyse der Rückfaltung von SH3N-SH3C 
Dargestellt sind die Amplituden der Entfaltung als Funktion der Rückfaltungsdauer für 
SH3N-SH3C (schwarz) und SH3N-SH3C P238A (rot) für die Proteine aus dem Mensch 
(a) und Huhn (b). Alle Versuche wurden in 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4 bei 15 °C 
durchgeführt. Die Proteine wurden in 5,4 M GdmCl entfaltet, in 0,49 M GdmCl rückge-
faltet und anschließend die Fluoreszenzänderung während der Entfaltung in 3,7 M 
GdmCl oberhalb von 320 nm (Anregung bei 280 nm) aufgezeichnet. Für jede Rück-
faltungsdauer wurden mindestens acht Entfaltungskinetiken gemessen, gemittelt und 
durch Angleich von Exponentialfunktionen ausgewertet. Die Auswertungen der Ampli-
tudenauftragungen sind in Tabelle A 6 zusammengefasst. 
In denaturierten Proteinen liegen Prolylbindungen typischerweise zu etwa 
90 % in trans Konformation vor (95). Wenn die Faltung von c-CrkII jedoch den 
geschlossenen Zustand mit cisPro238 bevorzugt, so muss die daraus resultie-
rende Gleichgewichtsverschiebung von transPro238 zu cisPro238 über die damit 
einhergehende Verringerung der Affinität für C3G18 aufgezeichnet werden 
können. Dazu wurde der Versuchsaufbau modifiziert und als Sonde für den 
Faltungszustand wurde nicht die Entfaltung verwendet, sondern die Bindung des 
Liganden C3G18. Mit diesem Experiment ist zum Einen der Faltungszustand von 
SH3N zugänglich, zum Anderen sollten dadurch schwache Interaktionen der 
beiden SH3-Domänen im Protein aus dem Huhn durch Änderungen der Affinität 
für das C3G18-Peptid detektiert werden können. Die Peptidkonzentration muss 
bei diesem Experiment so gewählt werden, dass der offene Zustand mit 
transPro238 zu einem Großteil den Protein-Ligand-Komplex ausbildet, der 
geschlossene Zustand mit cisPro238 jedoch nur zu einem geringen Teil mit 
C3G18 interagiert. 
Um zu überprüfen, ob dieses Experiment geeignet ist, um den Faltungs-
zustand von SH3N zu verfolgen, wurde die isolierte SH3N-Domäne entfaltet (3 M 
GdmCl, 1 h), die Rückfaltung durch Verdünnung in 0,27 M GdmCl initiiert und in 
der zweiten Mischung, nach definierten Zeitintervallen, die Assoziation der 
a b 
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gefalteten Moleküle mit C3G18 aufgezeichnet (Abbildung 3-21a, b, Abbildung A 
4c und d). Da nur gefaltete SH3N mit C3G18 interagieren kann, nimmt die Ampli-
tude der Bindung zunächst schnell und stark zu. Mit einer Rate von etwa 1 s-1 
entspricht dies der Rate der konformationellen Faltung von SH3N (Abbildung 3-3a 
und b). Nach Rückfaltungsdauern im Zeitbereich mehrerer Minuten, nimmt die 
Amplitude der Bindung weiter zu. Diese Beobachtung kann durch die 
prolinlimitierte Faltung von SH3N erklärt werden. Zudem befindet sich ein Prolin 
direkt in der Bindungsoberfläche für polyPro-Liganden. Der funktionsgekoppelte 
Rückfaltungstest beschreibt somit sehr gut die Rückfaltungsphasen von SH3N, 
wie sie auch direkt fluorimetrisch erhalten wurden (Abbildung 3-3a und b). Die 
Proteine aus Mensch und Huhn unterscheiden sich dabei nicht (Abbildung 3-21a 
und b, Abbildung A 4c und d). 
Das gleiche Experiment wurde auch für SH3N-SH3C durchgeführt (Abbildung 
3-21c und d, Abbildung A 4e und f). Für das humane Zweidomänenprotein erhält 
man den gleichen Amplitudenverlauf wie für isolierte SH3N, mit einer Zunahme 
der Bindungsamplitude entsprechend der konformationellen Faltung von SH3N, 
gefolgt von einer zweiten Phase, die der prolinlimitierten Faltung entspricht 
(Abbildung 3-21c). Für GgSH3N-SH3C zeigt dieses Experiment, dass die hoch-
affine Form mit etwa 1 s-1 (gemäß der Faltung von SH3N) gebildet wird, in einer 
zweiten, langsamen Reaktion jedoch wieder abnimmt, was zu einer Abnahme 
und nicht zu einer weiteren Zunahme der Bindungsamplitude führt (Abbildung 
3-21d). In der Variante GgSH3N-SH3C P238A wird diese Abnahme der Amplitude 
nicht beobachtet, sondern das gleiche Verhalten wie für die isolierte SH3N-
Domäne. 
Zusammenfassend bestätigen diese Ergebnisse, dass SH3N im humanen 
Protein HsSH3N-SH3C konstitutiv aktiv vorliegt, die Bindungsstelle für Liganden 
also immer frei zugänglich ist. Daher zeigt das Zweidomänenprotein exakt das 
gleiche Bindungsverhalten wie die isolierte SH3N-Domäne (Abbildung 3-21a und 
c). Für das Protein aus dem Huhn lassen sich die Resultate am einfachsten 
dadurch erklären, dass nach kurzer Rückfaltungsdauer nahezu ausschließlich 
der hoch-affine Zustand gebildet wird, in dem die Bindungsstelle für Liganden frei 
zugänglich ist, da in entfalteten Proteinen Prolin zu etwa 90 % in trans-
Konformation vorliegt. Da Prolylisomerisierungen intrinsisch langsame Reaktio-
nen sind, bleibt dieses Verhältnis bis zu einer Rückfaltungsdauer von 10 s 
nahezu erhalten. Innerhalb dieses Zeitraums ist die konformationelle Faltung der 
beiden SH3-Domänen abgeschlossen (Abbildung 3-2, Abbildung 3-3, Abbildung 
3-19, Abbildung 3-20). Durch Prolylisomerisierung im nativen Zustand von 
transPro238 zu cisPro238 wird anschließend an die Domänenfaltung ein niedrig-
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affiner, geschlossener Zustand gebildet. Die Amplitude der Bindung von C3G18 
nimmt dadurch mit zunehmender Rückfaltungsdauer ab (Abbildung 3-21d). 
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Abbildung 3-21: Ligandenbindung in Abhängigkeit der Rückfaltungsdauer 
Aufgetragen ist die Amplitude der Assoziation von C3G18 mit (a) HsSH3N, (b) GgSH3N, 
(c) HsSH3N-SH3C, (d) GgSH3N-SH3C sowie der Variante P238A (rot) als Funktion der 
Rückfaltungsdauer. Die Experimente wurde in 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4 bei 15 
°C durchgeführt. HsSH3N wurde in 3,0 M GdmCl denaturiert (1 h, 15 °C), GgSH3N in 
5,4 M GdmCl und die SH3N-SH3C Proteine in 3,8 M GdmCl. Rückfaltung wurde durch 
elffache Verdünnung in 0,27 – 0,49 M GdmCl initiiert. Nach definierten Zeiten wurde 
das Protein ein weiteres Mal verdünnt (sechsfach) und dabei mit C3G18 gemischt. Die 
finalen Bedingungen waren 0,5 µM Protein, 2 µM C3G18, in 100 mM Kaliumphosphat, 
0,05 – 0,08 M GdmCl, pH 7,4, 15 °C. Für jede Rückfaltungsdauer wurden mindestens 
acht Messungen gemittelt und durch Angleich von Exponentialfunktionen ausgewertet. 
Die Auswertungen der Amplitudenauftragungen sind in Tabelle A 6 zusammengefasst. 
Mit einer Rate von 0,007 s-1 liegt diese Reaktion im Zeitbereich von Prolyl-
trans→cis-Isomerisierung. In der Variante GgSH3N-SH3C P238A ist die Gly237-
Ala238 Bindung in der trans Konformation arretiert und daher kann der niedrig-
affine Zustand nicht ausgebildet werden. Tatsächlich nimmt die Amplitude der 
Bindung bei dieser Variante weiter zu, so wie für die isolierte SH3N-Domäne 
(Abbildung 3-21b und d). Diese Zunahme ist, wie erläutert, auf die Isomerisierung 
von Prolinresten innerhalb von SH3N zurückzuführen. Diese Beobachtung ist ein 
a b 
c d 
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eindeutiger Hinweis darauf, dass die Affinität von GgCrkII gegenüber Liganden 
Pro238-abhängig gesteuert wird. 
Diese Ergebnisse bestätigen die Befunde aus 3.1.1. c-CrkII aus Mensch und 
Huhn sind unterschiedlich reguliert. Das humane Protein liegt in einem konstitutiv 
aktiven Zustand vor und bindet Liganden mit ähnlicher Affinität wie die isolierte 
SH3N-Domäne. Entsprechend den bisherigen Analysen falten die beiden SH3-
Domänen nach einem Zwei-Zustands-Modell und beeinflussen sich gegenseitig 
nicht. c-CrkII aus dem Huhn hingegen weist zwei distinkte Zustände auf, die von 
der Konformation der Prolylbindung an Position 238 abhängen. Mit transPro238 
nimmt GgSH3N-SH3C eine offene, aktive Form ein, mit cisPro238 interagieren die 
beiden Domänen und die Affinität von SH3N für Liganden ist verringert. Die 
beiden SH3-Domänen können unabhängig voneinander in ihre native Konfor-
mation falten, nachgelagert zu der Domänenfaltung findet jedoch eine Domänen-
assoziationsreaktion statt, die an Prolylisomerisierung im nativen Zustand 
gekoppelt ist. 
 
3.1.3.2 Domänenassoziation in c-CrkII 
Die Rückfaltungskinetik von c-CrkII war bislang ausgehend von vollständig 
denaturiertem Protein untersucht worden. Dabei konnte auch für das Protein aus 
dem Huhn keine kinetische Evidenz für eine nachgelagerte Domänenassoziation 
gefunden werden. Die Verknüpfung des Faltungszustandes mit der biologischen 
Funktion zeigte jedoch deutlich, dass die beiden SH3-Domänen miteinander 
interagieren müssen, um dadurch die Affinität von SH3N gegenüber Liganden zu 
verringern (Abbildung 3-21d). 
In einer weiteren Serie von Doppelmischexperimenten wurde daher unter-
sucht, ob im Verlauf der Entfaltung Interaktionen zwischen SH3N und SH3C 
detektiert werden können. Diese Versuche beginnen mit nativem Protein, in dem 
alle stabilisierenden Wechselwirkungen etabliert sind. Durch Verdünnung mit 
Entfaltungspuffer wird zunächst die Entfaltung des Proteins initiiert. Nach defi-
nierten Zeitintervallen werden dann Proben zurück in Faltungsbedingungen 
überführt und die Rückfaltungsreaktion aufgezeichnet. Die Amplitude dieser 
Reaktion enthält nun Informationen darüber, wie entfaltete Moleküle mit 
bestimmten Rückfaltungsraten zeitabhängig auftreten, und somit über den 
ursprünglichen, nativen Zustand. 
Als Referenz wurden zunächst die isolierten SH3-Domänen auf diese Weise 
analysiert (Abbildung 3-22 und Abbildung A 5). SH3N aus beiden Spezies 
entfaltet langsam, im gleichen Zeitbereich in dem Prolylisomerisierung stattfindet 
(Abbildung 3-22a und b). Die erhaltenen Entfaltungsraten stimmen mit denen aus 
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der direkt spektroskopisch gemessenen Entfaltung überein (vgl. Abbildung 3-3a 
und b). 
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Abbildung 3-22: Analyse der Entfaltung von SH3N und SH3C 
Aufgetragen ist die Amplitude der Rückfaltung als Funktion der Entfaltungsdauer für (a) 
HsSH3N, (b) GgSH3N, (c) HsSH3C und (d) GgSH3C (Kreise für die Spezies mit 
transPro238, Dreiecke für die mit cisPro238) mit den Varianten SH3C P238A in rot. Alle 
Messungen wurden in 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4 bei 15 °C durchgeführt. Nach 
definierten Entfaltungsdauern in 2,9 M GdmCl wurden die Proteine durch eine weitere 
Verdünnung in 0,48 M GdmCl rückgefaltet und die Fluoreszenzzunahme oberhalb von 
320 nm aufgezeichnet (Anregung 280 nm). Für alle Entfaltungsdauern wurden 
mindestens acht Kinetiken gemittelt und durch den Angleich von Exponentialfunktionen 
ausgewertet. Die Auswertungen der Amplitudenauftragungen sind in Tabelle A 6 
zusammengefasst. 
SH3C entfaltet schnell, ebenfalls mit den gleichen Raten, die aus den 
direkten Fluoreszenzkinetiken erhalten wurden (≈ 4 s-1). Mit längerer Entfaltungs-
dauer (≥ 10 s) nimmt die Amplitude der schnellen Rückfaltungsreaktion und somit 
die Anzahl der Moleküle, die schnell die native Struktur einnehmen können (etwa 
8 s-1, Abbildung A 5), wieder leicht ab (Abbildung 3-22c). Dies wird durch Prolyl-
isomerisierung im denaturierten Zustand verursacht und ist in Einklang mit der 
prolinlimitierten Faltungsphase bei den direkten Rückfaltungsexperimenten 
(Abbildung 3-3c und d). 
a b 
c d 
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GgSH3C zeigt zwei konformationelle Rückfaltungsphasen (Abbildung 3-3d) 
und entsprechend waren auch die Rückfaltungsreaktionen nach unterbrochener 
Entfaltung zweiphasig, mit einer schnellen (etwa 15 s-1) und einer langsamen 
Spezies (ungefähr 5 s-1, Abbildung A 5d), die jedoch beide nahezu identisch 
entfalten. Mit Raten von 2,5 s-1 und 4 s-1, die aus den Zunahmen der Rück-
faltungsamplituden (Abbildung 3-22d) erhalten werden, folgt die Entfaltung von 
GgSH3C den Raten aus den direkten Entfaltungsexperimenten. Diese beiden 
Phasen wurden den beiden Spezies mit transPro238 (Abbildung 3-22d, Kreise, 
schnelle Rückfaltung) und cisPro238 (Abbildung 3-22d, Dreiecke, langsame 
Rückfaltung) zugeordnet (vgl. Abbildung 3-3). In Übereinstimmung mit diesen 
Daten hat die Substitution P238A in humaner SH3C keine Auswirkungen auf die 
Faltung (Abbildung 3-22c). In GgSH3C hingegen fehlt die langsamere Faltungs-
phase der cisPro238 Spezies (Abbildung 3-22d, Abbildung A 5c und d). Die 
Abnahme der Amplitude dieser Rückfaltungsreaktionen nach längerer Ent-
faltungsdauer reflektiert Prolylisomerisierung im denaturierten Protein. 
Für das Zweidomänenprotein SH3N-SH3C könnten derartige unterbrochene 
Entfaltungsexperimente Hinweise auf Domäneninteraktionen geben (Abbildung 
3-23), da in dem Ausgangszustand alle Wechselwirkungen zwischen den beiden 
Domänen vorhanden sind. Bei Entfaltungspulsen von wenigen Sekunden (≤ 3 s) 
entfaltet nur SH3C, wohingegen SH3N im Wesentlichen nativ gefaltet bleibt. 
Generell zeigen die Amplitudenverläufe der aufgezeichneten Rückfaltungs-
reaktionen das gleiche Verhalten wie für die isolierten Domänen (Abbildung 
3-22c und d, Abbildung 3-23a und b). SH3C entfaltet innerhalb weniger Sekun-
den, die Amplitude der schnellen Rückfaltung steigt somit in diesem Zeitbereich 
stark an und es ergeben sich Entfaltungsraten von 1 s-1 (Mensch) und 3 s-1 
(Huhn). Je länger der Entfaltungspuls durchgeführt wird, desto weniger Moleküle 
können schnell zurückfalten, da Prolylisomerisierungen im denaturierten Protein 
stattfinden und entsprechend sinkt die Rückfaltungsamplitude leicht in einer 
prolinlimitierten Reaktion. Gleichzeitig entfaltet auch die SH3N Domäne beider 
Spezies. Die P238A Variation beeinflusst das Verhalten der SH3N-SH3C Proteine 
nicht (Abbildung 3-23a und b Abbildung A 5e und f). 
Auffällig ist, dass für GgSH3N-SH3C nur eine Rückfaltungsreaktion für SH3C 
beobachtet wird, die der Rückfaltung der transPro238 Spezies entspricht, obwohl 
die Versuche mit der isolierten C-terminalen Domäne eindeutig gezeigt hatten, 
dass die Rückfaltung von GgSH3C mit trans oder cisPro238 unterschiedlich 
schnell verläuft (Abbildung 3-22d und Abbildung A 5). Daraus folgt, dass in 
GgSH3N-SH3C entweder kein cis/trans Gleichgewicht an Pro238 existiert, oder 
dass die Rückfaltung der Spezies mit cisPro238 verändert ist. 
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Abbildung 3-23: Unterbrochene Entfaltung von SH3N-SH3C und Aufzeichnung der 
Domäneninteraktionen 
Aufgetragen ist die Amplitude der Rückfaltung als Funktion der Entfaltungsdauer in 
3,0 M GdmCl, pH 7,4 für (a) HsSH3N-SH3C, (b) GgSH3N-SH3C und den Varianten 
P238A in rot. Die Amplitude der Rückfaltung als Funktion der Entfaltungsdauer in 
100 mM Glycin, 3,0 M GdmCl, pH 2 ist für (c) HsSH3N-SH3C und (d) GgSH3N-SH3C 
(Variante GgSH3N-SH3C P238A in rot) dargestellt. Nach sechsfacher Verdünnung 
wurde die Rückfaltung aller Proteine in 100 mM Kaliumphosphat, 0,5 M GdmCl, pH 7,4 
bei 15 °C durchgeführt. Die Fluoreszenzzunahme oberhalb von 320 nm wurde aufge-
zeichnet (Anregung 280 nm). Für alle Entfaltungsdauern wurden mindestens acht 
Kinetiken gemittelt und durch den Angleich von Exponentialfunktionen ausgewertet. 
Die Auswertungen der Amplitudenauftragungen sind in Tabelle A 6 zusammengefasst. 
Bei den bisherigen Faltungsstudien ausgehend von langzeit denaturiertem 
Protein konnte zunächst die transPro238 Spezies der C-terminale Domäne falten 
(≈ 12 s-1), bevor in dem zweiten Schritt die Moleküle mit cisPro238 und SH3N ihre 
native Struktur einnahmen (≈ 5 s-1 bzw. 2 s-1). Beide Faltungsreaktionen von 
GgSH3C verlaufen also schneller als die Faltung von SH3N und somit konnte 
GgSH3C weitgehend unbeeinflusst von SH3N falten. 
Nach kurzen Entfaltungsdauern ist die Situation jedoch anders. Da SH3N nur 
langsam entfaltet (≈ 0,03 s-1) findet hier die Rückfaltung von GgSH3C in 
Anwesenheit von noch nativer SH3N statt. Es sind somit im Prinzip von Anfang 
an die Voraussetzungen dafür gegeben, dass die faltende SH3C-Domäne mit 
a b 
c d 
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nativer SH3N interagieren kann. Ob eine derartige Interaktion tatsächlich und 
abhängig von der Konformation an Pro238 stattfindet, kann aus diesem Experi-
ment nicht sicher gefolgert werden, da die cis→trans Isomerisierung an Pro238 in 
SH3C und die Entfaltung von SH3N etwa gleich schnell ablaufen. Somit entstehen 
andere Voraussetzungen für die Rückfaltung von SH3C. 
Um die Entfaltung von SH3N zu beschleunigen und so die Überlagerung mit 
der Isomerisierung an Pro238 aufzuheben, wurden die Entfaltungsbedingungen 
verändert. Für kleine Proteine ist die Entfaltung bei niedrigem pH-Wert auf Grund 
der resultierenden positiven Überschussladung beschleunigt. Dies gilt auch für 
die beiden SH3-Domänen. Wird der Entfaltungspuls nicht bei 3 M GdmCl, pH 7,4 
sondern bei 3 M GdmCl, pH 2 durchgeführt, entfaltet GgSH3N innerhalb von 2 s, 
GgSH3C bereits in der Totzeit der Mischung vollständig (Abbildung A 6a und b). 
Auf das humane Zweidomänenprotein HsSH3N-SH3C angewendet, wird nach 
einem pH-Sprung beobachtet, dass beide Domänen unabhängig voneinander 
ent- und rückfalten (Abbildung 3-23c, Abbildung A 6c). Dieses Ergebnis bestätigt 
die bisherigen Befunde, dass die beiden SH3-Domänen im humanen Protein 
unabhängig voneinander vorliegen. 
Anders verhält sich SH3N-SH3C aus dem Huhn. Hier zeigt dieses Experiment 
deutlich, dass Domäneninteraktionen zwischen SH3N und SH3C existieren 
(Abbildung 3-23d und Abbildung A 6d). Solange SH3N gefaltet vorliegt, faltet 
SH3C mit großer Amplitude zurück. Die Rückfaltungsamplitude von SH3C nimmt 
jedoch mit der gleichen Kinetik ab, mit der SH3N entfaltet (≈ 3 s-1). Dies zeigt 
unmittelbar, dass die Faltung und damit verbunden die Fluoreszenz von SH3C in 
GgSH3N-SH3C vom Faltungszustand von SH3N abhängt. Eine derartige Beein-
flussung ist am einfachsten durch Domäneninteraktionen zu erklären. In der 
Variante GgSH3N-SH3C P238A sind diese Wechselwirkungen vollständig aufge-
hoben und man beobachtet keinen Einfluss von SH3N auf die Rückfaltungs-
amplitude von SH3C mehr (Abbildung 3-23d). 
Diese Wechselwirkung zwischen SH3N und SH3C führt zu einer leichten 
Stabilisierung von SH3C und damit zu einer Verschiebung des cis/trans Gleich-
gewichts hin zu cisPro238, da nur in dieser Konformation die Domänen 
miteinander interagieren können. Diese Stabilisierung durch Interaktion von SH3C 
mit der noch gefalteten SH3N Domäne beschleunigt vermutlich die Rückfaltung. 
Dies könnte erklären, warum nach unterbrochener Entfaltung bei pH 7,4 nur eine 
Rückfaltungsreaktion aufgezeichnet werden konnte (Abbildung 3-23b und 
Abbildung A 5f). Solange SH3N gefaltet vorliegt, bildet diese Domäne vermutlich 
eine Art Faltungsgerüst für SH3C und die Moleküle mit cisPro238 können ähnlich 
schnell rückfalten wie die Moleküle mit transPro238. 
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3.1.3.3 Ein kinetisches Modell für die Regulation von c-CrkII 
durch Prolylisomerisierung im nativen Zustand 
Die erste Beobachtung dieser Arbeit war, dass die Ligandenbindung an c-
CrkII aus Mensch und Huhn unterschiedlich reguliert wird. Das humane Protein 
liegt nahezu immer in einer offenen Form vor, die hoch-affin mit dem Peptid-
liganden C3G18 interagiert. c-CrkII aus dem Huhn dagegen kann in zwei unter-
schiedlichen Zuständen vorkommen. Mit cisPro238 interagieren die beiden SH3-
Domänen und die Affinität von SH3N gegenüber Liganden ist verringert. 
transPro238 führt dazu, dass die beiden SH3-Domänen unabhängig voneinander 
vorliegen und die Bindungsstelle für Liganden auf SH3N frei zugänglich ist. Die 
cis-Konformation an Pro238 führt dabei jedoch nicht zu einer vollständigen Inhi-
bition der Bindung, sondern auch dieser Zustand kann mit dem Peptidliganden 
assoziieren, was zu einem Boxmodell führte, um die Interaktion von GgSH3N-
SH3C mit Liganden mechanistisch zu beschreiben (Abbildung 3-11b). Da im 
denaturierten Zustand eines Proteins ein cis/trans Gleichgewicht an Prolinen 
existiert und für GgSH3C gezeigt wurde, dass die Domäne sowohl mit 
transPro238 als auch mit cisPro238 falten kann (Abbildung 3-3d), folgt der Fal-
tungsprozess von c-CrkII ebenfalls einem Boxmodell. Die Kombination von 
Faltung und Funktion (Ligandenbindung) führt somit zu einem Sechs-Spezies-
Doppelboxmodell (Abbildung 3-24). 
Um zu überprüfen, ob die experimentell bestimmten Daten mit diesem 
Modell kompatibel sind, wurden kinetische Simulationen durchgeführt. Dafür 
wurden zwei Vereinfachungen eingeführt. Da nur SH3N mit dem C3G-Peptid 
wechselwirkt und zudem deutlich langsamer faltet als SH3C wurde in dem Modell 
nur die Faltung von SH3N berücksichtigt. Diese läuft für die cisPro238 und die 
transPro238 Spezies gleich ab (k3 = k5 und k4 = k6). Zudem wurden die 
prolinlimitierten Faltungsphasen mit niedriger Amplitude vernachlässigt und aus-
schließlich die Isomerisierung an Pro238 berücksichtigt. 
Die mikroskopischen Ratenkonstanten, die die einzelnen Reaktionen des 
Modells beschreiben, wurden aus den experimentellen Daten ermittelt. Für die 
Faltung werden die Ergebnisse aus der Chevron-Analyse für GgSH3N-SH3C ver-
wendet (k3 – k6, Abbildung 3-2, Tabelle A 1). Für die Ligandenbindung wurden 
die kon und koff Werte aus den Assoziationsstudien von GgSH3N-SH3C mit C3G18 
angenommen (k9 und k10, Abbildung 3-5, Tabelle 3-2). Diese Werte entsprechen 
der Bindung des Liganden durch die cisPro238 Spezies. Für die transPro238 
Form wurden die Werte der isolierten SH3N-Domäne verwendet (k11 und k12), die 
Liganden ohne Einschränkungen binden kann (vgl. Abbildung A 1). Zusammen-
genommen bedeutet dies, dass die Geschwindigkeitskonstanten für die horizon-
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talen Reaktionen in Abbildung 3-24 aus den Faltungs- und Bindungsstudien gut 
bekannt sind (vgl. 3.1.1). 
 
 
       Proteinfaltung 
 
   Ligandenbindung 
 
Abbildung 3-24: Doppelboxmodell zur Verknüpfung von Faltung und Funktion von 
GgSH3N-SH3C 
Dargestellt sind die verschiedenen Zustände von GgSH3N-SH3C (entfaltet, nativ und im 
Komplex mit C3G18) für jeweils die cis- und die transPro238 Spezies. In allen drei 
Zuständen existiert ein definiertes cis/trans Gleichgewicht an Pro238. Die mikrosko-
pischen Ratenkonstanten (ki), die das Modell beschreiben, sind angegeben. 
Von besonderem Interesse sind jedoch die Raten der Prolylisomerisierung 
(cis→trans, kct und trans→cis, ktc) in den drei Zuständen denaturiertes Protein, 
natives Protein und Protein-Ligand-Komplex (vertikale Reaktionen in Abbildung 
3-24). Über diese Geschwindigkeitskonstanten wird das jeweilige cis/trans 
Gleichgewicht definiert (Gleichung 22).  
   ct
tc
k
k
trans
cisK eq  22 
Keq Gleichgewichtskonstante 
[cis] Anteil der Moleküle mit cisPro 
[trans] Anteil der Moleküle mit transPro 
ktc Geschwindigkeitskonstante der trans→cis Isomerisierung (s-1) 
kct Geschwindigkeitskonstante der cis→trans Isomerisierung (s-1) 
Für das denaturierte Protein wurde das cis/trans Gleichgewicht aus den 
Daten für isolierte GgSH3C bestimmt, da in diesem Protein die cisPro238 und die 
transPro238 Spezies getrennt zurückfalten. Aus den relativen Rückfaltungsampli-
tuden konnte der cis-Anteil an Pro238 im entfalteten Protein zu 11 % bestimmt 
werden (Abbildung 3-4b). Die Rate für die cis→trans Isomerisierung (k2) im 
denaturierten Zustand ist aus den Doppelmischexperimenten (unterbrochene 
k1 k2 
k3 
k4 
k5 
k6 
k11 
k12 
k9 
k10 
k7 k8 k13 k14 
cisPro238 
transPro238 
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Entfaltung, Abbildung 3-22d) zugänglich. Hier wird die Abnahme der 
Rückfaltungsamplitude der cisPro238 Spezies (langsamere Rückfaltung, niedri-
gere Amplitude) von der cis→trans Isomerisierung an Pro238 dominiert und es 
ergibt sich ein Wert von kct = k2 = 0,035 s-1. Aus dem cis-Anteil im denaturierten 
Protein (11 %) und der Rate k2 kann mit Hilfe von Gleichung 22 die Rate der 
trans→cis Isomerisierung im entfalteten Protein ktc = k1 = 0,004 s-1 berechnet 
werden. Diese Werte stimmen gut mit den Daten überein, die für die Prolylisome-
risierung in einem Tetrapeptid mit der gleichen Sequenz um Pro (GPF) 
beschrieben wurden (148). Dies zeigt, dass Prolylisomerisierungsraten in 
entfalteten Proteinen nur von den unmittelbar benachbarten Aminosäureresten 
bestimmt werden.  
Die Verdrängung des AEDANS-markierten Peptids im Verlauf der Rück-
faltung von GgSH3N-SH3C zeigte bereits, dass anders als im entfalteten Zustand, 
im nativ gefalteten Protein cisPro238 bevorzugt ist (Abbildung 3-11a). Die 
Verknüpfung des Faltungszustands mit der Ligandenbindung verdeutlichte dies 
(Abbildung 3-21a und d). Mit Hilfe des Vergleichs mit den Werten für die P238A 
Variante und für die isolierte SH3N-Domäne (Abbildung 3-21b und d, Tabelle A 6) 
ist es möglich, den cis-Anteil von Pro238 im gefalteten Protein zu bestimmen. 
Diese beiden Bindungsexperimente erlauben es, die Gesamtamplitude der Asso-
ziationsreaktion zu bestimmen. In beiden Fällen liegt ausschließlich der offene, 
hoch-affine Zustand vor und die Bindung führt zu einer Amplitude von etwa 0,80 
V ± 0,04 V. Mit 0,5 µM Protein, 2 µM C3G18 und einem KD-Wert von 0,5 µM 
entspricht der Endwert von 0,80 V etwa 76 % Komplexbildung (Gleichung 12). 
Für GgSH3NSH3C wird ein Endwert von 0,41 V ± 0,03 V bestimmt, was somit 
ungefähr 39 % Komplexbildung entspricht. Diese 39 % setzen sich aus der 
Bindung von C3G18 an die hoch-affine transPro238 Spezies und an die niedrig-
affine cisPro238 Spezies zusammen. Wie bereits ausgeführt, führen 0,5 µM 
GgSH3N-SH3C und 2 µM C3G18 mit einem KD = 0,5 µM zu 76 % Komplexbildung 
(für transPro238), für cisPro238 (KD = 3,6 µM) zu 33 % Komplex. Diese Werte 
sind nur Näherungswerte, da sich 0,5 µM Protein auf die beiden Formen cis- und 
transPro238 aufteilen. Da die cis/trans Verteilung im nativen Protein jedoch nicht 
bekannt ist, stehen die exakten Proteinkonzentrationen zur Berechnung der 
prozentualen Komplexbildung nicht zur Verfügung. Die absolute Konzentration 
der beiden Spezies kann sich jedoch nur geringfügig ändern (maximal um 
0,5 µM), wodurch auch die Komplexbildung ebenfalls nur minimal beeinflusst wird 
und die berechneten Werte somit für die Bestimmung des cis-Anteils im nativen 
Protein verwendet werden können. 
Unter Berücksichtigung der unterschiedlichen Affinitäten ergibt sich gemäß 
Gleichung 23 ein cis-Anteil in nativ gefaltetem GgSH3N-SH3C von 86 % ± 5 % 
und ein trans-Anteil von 14 % ± 5 %. Die Fehlerangabe ist dabei eine Ab-
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schätzung entsprechend der Ungenauigkeiten der Endwerte aus den Amplitu-
denauftragungen (Abbildung 3-21b und d). 
0,76 · x + 0,33 · (1 - x) = 0,39 23 
x Anteil an transPro238 im gefalteten Protein 
Im gleichen Experiment liefert die Abnahme der Amplitude der Liganden-
bindung bei langer Rückfaltungsdauer (Abbildung 3-21d) Informationen über die 
Rate der Prolylisomerisierung im nativen Protein. In den Ausgangsbedingungen 
dieses Versuchs liegt GgSH3N-SH3C entfaltet vor und Pro238 nimmt damit 
größtenteils die trans-Konformation ein. Da die Abnahme der Bindungsamplitude 
mit zunehmender Rückfaltungsdauer durch die trans→cis Isomerisierung an 
Pro238 bestimmt wird, können aus dem Amplitudenverlauf und dem cis/trans 
Gleichgewicht die Geschwindigkeitskonstanten k7 = 0,007 s-1 und k8 = 0,0013 s-1 
im kinetischen Mechanismus (Abbildung 3-24) bestimmt werden.  
Die cis und trans Formen von GgSH3N-SH3C unterscheiden sich in ihrer Affi-
nität gegenüber dem Peptidliganden C3G18. Da GgSH3N-SH3C mit transPro238 
mit höherer Affinität mit dem Peptid interagiert, muss in Anwesenheit des 
Liganden das Gleichgewicht hin zur transPro238 Spezies verschoben werden. 
Diese Beobachtung wurde experimentell durch eine langsame, prolinlimitierte 
Bindungsphase für GgSH3N-SH3C gemacht (Abbildung 3-10a). 
Diese langsame Phase reflektiert die unterschiedlichen Affinitäten der cis- 
und der transPro238 Spezies und muss daher von der Ligandenkonzentration 
abhängig sein. Abbildung 3-25a zeigt die Amplitude dieser prolinlimitierten 
Bindungsreaktion. Solange die Ligandenkonzentration niedriger ist als der KD-
Wert der cisPro238 Spezies wird nur wenig GgSH3N-SH3C mit cisPro238 den 
Komplex mit C3G18 bilden und daher findet auch nur eine geringe Gleich-
gewichtsverschiebung hin zu transPro238 statt. Mit steigender C3G18-
Konzentration nimmt diese Verschiebung zu, bis die Konzentration dem KD-Wert 
für GgSH3N-SH3C mit cisPro238 entspricht. Unter diesen Bedingungen sind die 
prolinlimitierte Bindung und die damit verbundene Gleichgewichtsverschiebung 
am größten. Wenn die Ligandenkonzentration weiter erhöht wird, nimmt die 
Amplitude der prolinlimitierten Bindungsreaktion wieder ab, da nun immer mehr 
Ligand in der schnellen Bindungsreaktion (stopped-flow) auch mit der cisPro238 
Spezies interagiert. Diese Gleichgewichtsverschiebung wird durch die Isomeri-
sierung an Pro238 verursacht und tritt in der P238A Variante folglich nicht auf 
(Abbildung 3-25a). Vermutlich führt Prolylisomerisierung im Protein-Ligand-
Komplex zu keiner Fluoreszenzänderung. Zusammen mit den Ergebnissen aus 
3.1.1 bedeutet dieses Verhalten, dass die Bindung eines Liganden durch 
GgSH3N-SH3C tatsächlich nach einem Boxmodell verläuft. 
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Abbildung 3-25: cis/trans Gleichgewichtsverschiebung durch Ligandenbindung 
In (a) ist die Amplitude der prolinlimitierten Ligandenbindung an 1 µM Protein als 
Funktion der Ligandenkonzentration aufgetragen (GgSH3N-SH3C schwarz, GgSH3N-
SH3C P238A rot; Anregung 295 nm, Emission 336 nm). cisPro238 abhängige 
Domäneninteraktion in GgSH3N-SH3C, um das cis/trans Gleichgewicht im Protein-
Ligand-Komplex zu bestimmen, wurde durch unterbrochene Entfaltung bestimmt (b). 
Quadrate geben die Werte für SH3N in GgSH3N-SH3C wieder, Kreise die Werte für 
SH3C. In rot sind die Ergebnisse für die Variante GgSH3N-SH3C P238A dargestellt. Die 
Amplitude der Rückfaltung in Abwesenheit von C3G18 (aus Abbildung 3-23d) ist als 
unterbrochene Linie eingetragen. Alle Versuche wurden in 100 mM Kaliumphosphat 
pH 7,4 bei 15 °C durchgeführt. Der Entfaltungspuls in (b) wurde ausgehend von 33 µM 
Protein und 66 µM C3G18 in 100 mM Glycin, 3,0 M GdmCl, pH 2 durchgeführt. Die 
finalen Bedingungen waren 0,5 µM Protein, 1 µM C3G18 in 100 mM Kaliumphosphat, 
0,5 M GdmCl, pH 7,4. Die Fluoreszenzzunahme oberhalb von 320 nm wurde aufge-
zeichnet (Anregung 280 nm). Für alle Entfaltungsdauern wurden mindestens acht 
Kinetiken gemittelt und durch den Angleich von Exponentialfunktionen ausgewertet. 
Die Auswertungen der Amplitudenauftragungen sind in Tabelle A 6 zusammengefasst. 
Im geschlossenen Zustand von GgSH3N-SH3C (mit cisPro238) ist die 
Fluoreszenz von SH3C durch Interaktionen mit SH3N deutlich erhöht. Dies führte 
zu der Beobachtung, dass die Rückfaltungsamplitude von SH3C mit der gleichen 
Kinetik abnimmt, mit der SH3N in GgSH3N-SH3C entfaltet (Abbildung 3-23d). Bei 
diesem Experiment wurde GgSH3N-SH3C in 3 M GdmCl pH 2 kurzzeit (≤ 100 ms) 
entfaltet, wodurch SH3N überwiegend nativ gefaltet blieb, SH3C jedoch voll-
ständig denaturiert wurde. Mit längerer Entfaltungsdauer (≥ 2 s) entfaltet auch 
SH3N und die Amplitude der Rückfaltung von SH3C ist deutlich verringert. Diese 
Abnahme der Rückfaltungsamplitude von SH3C wurde einem cis-Anteil an 
Pro238 von 86 % zugeordnet. 
Um die Gleichgewichtsverschiebung von cisPro238 im nativen Protein hin zu 
transPro238 im Protein-Ligand-Komplex zu bestimmen (vgl. Abbildung 3-25a), 
wurde nun GgSH3N-SH3C mit einem Überschuss an C3G18 inkubiert, bis sich das 
cis/trans Gleichgewicht an Pro238 eingestellt hatte. Ausgehend von diesem 
Zustand wurde unterbrochene Entfaltung (Entfaltungspuls bei 3 M GdmCl, pH 2) 
durchgeführt. Wie im ligandenfreien Zustand des Proteins (Abbildung 3-23d) 
a b 
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zeigt sich, dass die Amplitude der Rückfaltung von SH3C in GgSH3N-SH3C von 
dem Faltungszustand von SH3N abhängt (Abbildung 3-25b). Die aufgezeichnete 
Rückfaltungsrate war bei allen Entfaltungsdauern konstant (Abbildung A 7b). Der 
Effekt (erhöhte Rückfaltungsamplitude von SH3C in Anwesenheit gefalteter SH3N) 
ist jedoch deutlich schwächer ausgeprägt, nachdem GgSH3N-SH3C mit einem 
Überschuss an C3G18 präinkubiert wurde und bestätigt, dass durch Bindung von 
C3G18 die transPro238 Spezies von GgSH3N-SH3C bevorzugt wird. Die P238A 
Variante zeigte diese Beeinflussung der Rückfaltungsamplitude von SH3C durch 
gefaltete SH3N nicht, da die Gly237-Ala238 Peptidbindung immer in trans-
Konformation und GgSH3N-SH3C P238A somit permanent offen vorliegt. Da in 
diesem Zustand keine Domäneninteraktionen zwischen SH3N und SH3C auf-
gebaut werden können, wird die Rückfaltungsamplitude von SH3C nicht beein-
flusst. Dies gilt für GgSH3N-SH3C P238A alleine und für GgSH3N-SH3C P238A in 
Komplex mit C3G18 (Abbildung 3-23d und Abbildung 3-25b). 
Die Amplitude der Rückfaltung von SH3C in Abhängigkeit des Faltungs-
zustands von SH3N in GgSH3N-SH3C nimmt um 0,56 ± 0,05 V ab (Abbildung 
3-23d), was entsprechend der Analyse der Bindung als Funktion der 
Rückfaltungsdauer (Abbildung 3-21d) einem cisPro238-Anteil von 86 % ent-
spricht. Wird GgSH3N-SH3C mit einem Überschuss an C3G18 präinkubiert, 
beträgt die Abnahme der Rückfaltungsamplitude von SH3C nur noch 0,27 ± 
0,02 V (Abbildung 3-25b). Aus der Differenz der beiden Amplituden (0,29 V) und 
dem cisPro238-Anteil im nativen Protein (86 %) ergibt sich ein cisPro238-Anteil 
im Protein-Ligand-Komplex von 41 %. 
Die mikroskopischen Ratenkonstanten der Isomerisierung im 
peptidgebundenen Zustand können aus diesem Gleichgewicht und der makro-
skopischen Geschwindigkeitskonstante der Ligandenbindung nach manueller 
Mischung berechnet werden (Abbildung 3-25a). Da diese Bindungsreaktion durch 
Prolylisomerisierung limitiert wird, ist sie unabhängig von der Ligandenkon-
zentration (Abbildung A 7a) und beträgt etwa 0,008 s-1. Dieser Wert entspricht 
der Summe der mikroskopischen Ratenkonstanten k13 + k14 aus dem Modell in 
Abbildung 3-24. Die cis/trans Verteilung von 41/59 führt gemäß Gleichung 22 zu 
Werten von k13 = 0,0032 s-1 und k14 = 0,0048 s-1. 
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3.1.3.4 Kinetische Simulation der Faltung und Funktion von 
c-CrkII aus dem Huhn 
Ausgehend von den Analysen der Doppelmischexperimente in 3.1.3.3 und 
den ermittelten mikroskopischen Ratenkonstanten wurden theoretische Berech-
nungen zur Faltung und zur Interaktion von GgSH3N-SH3C mit C3G18 durchge-
führt. Alle verwendeten Parameter sind zur Übersicht in Tabelle A 7 zusammen-
gefasst. 
Um zu überprüfen, ob das Sechs-Spezies-Doppelboxmodell in Abbildung 
3-24 die Faltung und Funktion von c-CrkII aus dem Huhn tatsächlich beschreiben 
kann, wurden Simulationen mehrerer Schlüsselexperimente durchgeführt 
(Abbildung 3-27). Dabei wird die zeitliche Änderung jeder einzelnen Spezies des 
Modells durch eine Differentialgleichung beschrieben (Gleichung 16 - 21). Um die 
Daten direkt mit den experimentellen Daten vergleichen zu können, wurden die 
berechneten Änderungen für die Protein-Ligand-Komplexe (mit cisPro238 und 
transPro238) addiert. 
In Abwesenheit von C3G18 (0 µM) kann auf diese Weise zunächst die 
Faltungsreaktion analysiert werden (Abbildung 3-26). Dabei wird deutlich, wie die 
Population mit transPro238 nach der konformationellen Faltung in die cisPro238 
Spezies umgewandelt wird. 
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Abbildung 3-26: Simulation der Rückfaltung von GgSH3N-SH3C 
Der berechnete Zeitverlauf der Faltung und Prolylisomerisierung von transPro238 nach 
cisPro238 ist dargestellt. In blau ist die transPro238 Spezies gezeigt, in rot die 
cisPro238 Spezies (unterbrochene Linie - entfaltetes Protein, durchgezogene Linie – 
natives Protein). Die schwarze, unterbrochene Linie entspricht der Summe aller 
Spezies in dem Modell. 
Die somit erhaltenen relativen Populationen der sechs Spezies als Funktion 
der Rückfaltungsdauer sind experimentell nicht zugänglich. Sie wurden als Start-
werte für die Berechnung der Ligandenbindung an definierte Faltungszustände 
verwendet (Abbildung 3-27a). Da die Assoziationsreaktion bei 2 µM Peptid (ent-
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spricht den experimentellen Bedingungen in Abbildung 3-21d) 100-mal schneller 
abläuft als die konformationelle Faltung, können die beiden Prozesse sehr gut 
voneinander getrennt werden. 
Die berechnete Amplitude der Bindung von C3G18 als Funktion der Rück-
faltungsdauer von GgSH3N-SH3C folgt den experimentell bestimmten Daten sehr 
gut (Abbildung 3-27a). In einer ersten, schnellen Reaktion nimmt die Amplitude 
der Bindung stark zu, was der konformationellen Faltung von SH3N entspricht. 
Nach etwa zehn Sekunden beginnt die Amplitude jedoch wieder abzunehmen, da 
durch die voranschreitende trans→cis Isomerisierung an Pro238 der geschlos-
sene, niedrig-affine Zustand eingenommen wird, der von schwachen Domänen-
interaktionen bestimmt wird. 
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Abbildung 3-27: Berechnete Daten zur Interaktion von GgSH3N-SH3C mit C3G18 
 Die berechnete Amplitude der Bindung als Funktion der Rückfaltungsdauer (ausge-
füllte Kreise) für 0,5 µM GgSH3N-SH3C und 2 µM C3G18 ist in (a) dargestellt (mit der 
linken Ordinate assoziiert). Die berechnete Amplitude der prolinlimitierten Bindung in 
Abhängigkeit der Peptidkonzentration (ausgefüllte Kreise) ist in (b) aufgetragen (mit der 
linken Ordinate assoziiert). Die jeweiligen experimentellen Daten (aus Abbildung 3-21d 
und Abbildung 3-25a) sind als offene Kreise dargestellt und jeweils mit der rechten 
Ordinate assoziiert. 
Die präferenzielle Bindung des Peptidliganden an die offene, hoch-affine 
Form von GgSH3N-SH3C mit transPro238 führt zu einer Gleichgewichtsverschie-
bung von cisPro238 (im nativen Protein) zu transPro238 (im Protein-Ligand-
Komplex) während der Interaktion mit Liganden. Das Ausmaß der Verschiebung 
und die Amplitude der aufgezeichneten Reaktion sind daher von der Liganden-
konzentration abhängig (Abbildung 3-27b und Abbildung 3-28). Je mehr Ligand 
anwesend ist, desto stärker wird die trans Spezies bevorzugt. Allerdings ist die 
Verschiebung nicht vollständig, sondern nähert sich lediglich einem Wert von 
etwa 60 % transPro238 an (Abbildung 3-25b, Abbildung 3-27a und Abbildung 
3-28). Da oberhalb des KD-Wertes für die cisPro238 Spezies (KD = 3,6 µM) auch 
diese zu einem Großteil in der schnellen Assoziationsreaktion (stopped-flow 
a b 
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Messung) mit Liganden interagiert, nimmt die Amplitude der prolinlimitierten 
Reaktion ab. Auch dabei stimmen die berechneten Werte nach einem Sechs-
Spezies-Doppelboxmodell mit den experimentellen Daten sehr gut überein 
(Abbildung 3-27b). 
[C3G18] (µM)
0 2 4 20 40 60 80 100
R
el
at
iv
e 
G
le
ic
hg
ew
ic
ht
sv
er
sc
hi
eb
un
g
-0,4
-0,2
0
0,2
0,4
 
Abbildung 3-28: Relative cis/trans Gleichgewichtsverschiebung als Funktion der 
Ligandenkonzentration 
Aufgetragen sind die berechneten Werte der cis/trans Gleichgewichtsverschiebung 
(nach 800 s Assoziationsdauer) als Funktion der Peptidkonzentration. Schwarze 
Kreise zeigen die Zunahme der transPro238 Spezies mit steigender 
Ligandenkonzentration, rote Kreise die Abnahme der cisPro238 Population. 
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der Doppelmischexperimente, 
dass SH3N-SH3C aus Mensch und Huhn in der Tat unterschiedlich reguliert sind. 
Dieses vereinfachte System (ohne SH2-Domäne) kann in Bezug auf Prolyliso-
merisierung im nativen Zustand auch auf das Gesamtprotein c-CrkII übertragen 
werden (vgl. 3.1.1 und Abbildung A 2). Die berechneten mikroskopischen 
Geschwindigkeitskonstanten konnten in dem Sechs-Spezies-Doppelboxmodell 
(Abbildung 3-24) verwendet werden, um Schlüsselexperimente durch theore-
tische Berechnungen zu bestätigen. Alle Teilpopulationen des Modells und die 
cis/trans Gleichgewichte in allen Faltungszuständen sind dabei notwendig, um 
die experimentellen Daten zu bestätigen. Daher ist das Modell die einfachste 
Beschreibung dafür, wie in c-CrkII aus dem Huhn während der Faltung das 
cis/trans Verhältnis von 11/89 im denaturierten Protein zu 86/14 im gefalteten 
Protein verschoben wird. Die Energie für diese Gleichgewichtsverschiebung wird 
dabei durch schwache Domäneninteraktionen bereitgestellt (Abbildung 3-23d). 
Durch Interaktion mit einem Liganden wird das Verhältnis zu 41/59 verschoben 
(Abbildung 3-25b), was dem Gleichgewicht in der isolierten SH3C-Domäne 
entspricht (Abbildung 3-22d). Das Aufheben der Domänenassoziation ist daher 
nicht mit einer Entfaltungsreaktion verknüpft, sondern führt zu einem offenen 
Zustand in dem sich die beiden SH3-Domänen wie zwei isolierte Proteine 
verhalten. 
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3.1.4 Tyrosin-Phosphorylierung von c-CrkII 
Die bisherigen Ergebnisse konzentrierten sich auf die Regulation von c-CrkII 
durch Prolylisomerisierung. Wie beschrieben (1.5) kann c-CrkII jedoch auch 
spezifisch an zwei Tyrosinresten phosphoryliert und dadurch autoinhibiert werden 
(196, 208). Da eine der beiden Phosphorylierungsstellen im Linkerbereich zwischen 
den SH3-Domänen liegt (an Position 222) ist es vorstellbar, dass die Modifikation 
dieses Restes Auswirkungen auf die Regulation durch Prolylisomerisierung am 
Ende des Linkers hat. Um mögliche Zusammenhänge dieser beiden Regula-
tionsebenen zu überprüfen wurde c-CrkII in vitro durch ein Fragment der 
Abelson-Kinase (Abl-Kinasedomäne, Abl-KD) phosphoryliert und die Auswirkun-
gen auf die Stabilität, die Faltung und die Ligandenbindung analysiert. 
 
3.1.4.1 c-CrkII wird durch die Abl-Kinase spezifisch phosphoryliert 
Phosphorylierung von c-CrkII an Tyr222 führt zu einer Autoinhibition des 
Proteins, da das pTyr222-Motiv intramolekular mit der Bindungsstelle für pTyr-
Proteine der SH2-Domäne interagiert (196, 199). Dadurch wird die Signalaufnahme 
durch SH2 unterbunden. Über Effekte auf die Signalweitergabe durch SH3N ist 
nur wenig bekannt. Es ist jedoch vorstellbar, dass durch die Umstrukturierung 
des Linkers auch die Ligandenbindungsstelle für polyPro-Motive auf SH3N 
verborgen wird. Für die zweite Phosphorylierungsstelle, Tyr252, wurde vorge-
schlagen, dass die posttranslationale Modifikation dieses Restes zu einer Trans-
aktivierung der Abl-Kinase führt (208). Um die Effekte der Tyrosinphosphorylierung 
genauer zu untersuchen, wurden Varianten mit jeweils nur einer Phosphory-
lierungsstelle hergestellt. c-CrkII Y252F  kann nur noch an dem ersten Tyr modi-
fiziert werden (c-CrkII P1), c-CrkII Y222F nur noch an dem zweiten Tyr (c-CrkII 
P2).  
Die Phosphorylierung an Tyr222 führt zu einer Umlagerung des Linkers, die 
die gesamte Proteinstruktur von c-CrkII betrifft (Abbildung 3-29a). Besonders die 
Beweglichkeit des flexiblen Linkers wird stark verringert und das Protein dadurch 
deutlich kompakter. In Kombination mit den zusätzlich eingebrachten Ladungen 
führt die spezifische Phosphorylierung dazu, dass die phosphorylierte Form von 
c-CrkII (pCrkII) ein verändertes Laufverhalten bei nativer Polyacrylamid-
gelelektrophorese (PAGE) aufweist. Dadurch kann native PAGE verwendet 
werden, um die Kinetik der Phosphorylierung von c-CrkII aufzuzeichnen 
(Abbildung 3-29b). 
Unter den gewählten Bedingungen ist gereinigte Abl-KD in der Lage einen 
100-fachen molaren Überschuss an c-CrkII vollständig zu phosphorylieren. 
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Bereits nach 30 min ist nur noch die Bande für pCrkII sichtbar, die Bande für 
unphosphoryliertes c-CrkII komplett verschwunden (Abbildung 3-29b). Ein 
ähnliches Verhalten wird für c-CrkII P1 beobachtet. Auch diese Variante, die nur 
das erste Tyr trägt, das modifiziert wird, wird unter den gleichen Bedingungen 
vollständig phosphoryliert. Allerdings ist der Umsatz verlangsamt und auch nach 
60 min ist noch ein geringer Anteil an unphosphoryliertem Protein detektierbar 
(Abbildung 3-29b). Diese Beobachtung deutet daraufhin, dass pTyr252, wie in 
der Literatur beschrieben, trans-aktivierend auf die Abl-Kinase wirkt. Die Vari-
ante, die an Tyr252 nicht phosphoryliert werden kann, wird somit an Tyr222 lang-
samer phosphoryliert. 
Phosphorylierung
 
+ Abl-KD - Abl-KD
Crk 0,5 1 2 3 5 15 30 60 120 Crk 1 120 min
CrkII
CrkII Y252F
CrkII Y222F
 
Abbildung 3-29: Phosphorylierung von humanem c-CrkII 
Gezeigt sind (a) die NMR-Strukturen von humanem c-CrkII (PDB: 2EYZ (196)) und 
pCrkII (PDB: 2DVJ (196)) in der Oberflächendarstellung. SH2 ist grau, SH3N blau, SH3C 
rot und der Linkerbereich gelb gefärbt. Die Abbildungen wurden mit PyMol erstellt (144). 
In (b) ist die Kinetik der Phosphorylierung von c-CrkII durch Abl-KD gezeigt. 10 µM der 
jeweiligen Proteinvariante in 20 mM Hepes, 2 mM MgCl2, pH 7,6, 1 mM DTT, 1 mM 
ATP wurden bei 25 °C in An- oder Abwesenheit von 0,1 µM Abl-KD inkubiert. Zu den 
angegebenen Zeiten wurden Proben entnommen und die Phosphorylierung durch 
Zugabe von 20 mM EDTA abgestoppt. Anschließend wurden die Proben durch native 
PAGE analysiert.  
Ist hingegen nur Tyr252 als Phosphorylierungsstelle vorhanden (c-CrkII P2), 
ändert sich unter den gewählten Bedingungen das Laufverhalten bei nativer 
PAGE nicht (Abbildung 3-29b). Da die native PAGE bei pH 9 durchgeführt wird, 
weist das unmodifizierte Protein eine hohe negative Ladung auf. Daher ist die 
a 
b 
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Ladungsänderung durch Phosphorylierung an einem Tyr ohne gleichzeitige 
Strukturänderung vermutlich nicht ausreichend, um das Laufverhalten während 
nativer PAGE zu verändern. Da das Fehlen der Phosphorylierungsstelle an 
Tyr252 jedoch die Kinetik der Modifikation an Tyr222 beeinflusst, ist davon aus-
zugehen, dass Tyr252 unter den gewählten Bedingungen phosphoryliert wurde. 
Warum c-CrkII Y252F bei nativer PAGE als Doppelbande läuft ist unklar. 
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Abbildung 3-30: Auswirkung der Phosphorylierung von humanem c-CrkII auf die 
Struktur und die Stabilität 
Die molare Elliptizität pro Aminosäure ist in (a) für die humanen Proteine c-CrkII 
(schwarz) und pCrkII (rot) gezeigt. Gemessen wurde mit 5 µM Protein in 10 mM 
Kaliumphosphat, pH 7,4 bei 15 °C. Die Raten der Ent- und Rückfaltung (ausgefüllte 
und offene Symbole) sind in (b) für die gleichen Proteine und mit den Farben wie in (a) 
dargestellt. Kreise geben die Faltungsraten von SH2, Quadrate die von SH3N und 
Dreiecke die von SH3C wieder. Gemessen wurde mit 0,5 µM Protein in 100 mM 
Kaliumphosphat, 0 – 6 M GdmCl, pH 7,4 bei 15 °C. Die Fluoreszenz wurde nach Anre-
gung bei 280 nm oberhalb von 320 nm (stopped-flow) oder bei 330 nm (manuelle 
Mischung) aufgezeichnet. Stopped-flow Kinetiken wurden sechsmal gemessen, 
gemittelt und durch den Angleich von Exponentialfunktionen ausgewertet. Die 
Chevron-Auswertung wurde nach einem Zwei-Zustands-Modell durchgeführt (Tabelle 
A 8). 
Im Einklang mit den NMR-Analysen zu pCrkII und dem veränderten Lauf-
verhalten der Proteinvarianten bei nativer PAGE zeigen die fern-UV CD-
Spektren, dass die Phosphorylierung von humanem c-CrkII zu einer stärkeren 
Strukturierung führt (Abbildung 3-30a). Dies drückt sich in einem stärker positiven 
CD-Signal im Wellenlängenbereich zwischen 190 nm und 200 nm aus. Unstruk-
turierte Bereiche zeigen bei 195 nm ein negatives CD-Signal. Vermutlich wird die 
Beweglichkeit des Linkers durch die Interaktion mit SH2 deutlich eingeschränkt 
und das CD-Signal bei 195 nm dadurch stärker positiv. Der Circulardichroismus 
im Bereich von 208 nm bis 225 nm wird durch die Sekundärstruktur eines 
Proteins dominiert. Hier zeigen sich keine phosphorylierungsabhängigen 
Änderungen. 
a b 
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Werden die Faltungskinetiken und die Stabilität des phosphorylierten 
Proteins betrachtet, fällt auf, dass SH3C in pCrkII leicht stabilisiert wird, relativ zu 
SH3C in c-CrkII. Die verlangsamte Entfaltung von SH3C in p-CrkII (Abbildung 
3-30b, rote Dreiecke) weist auf eine Stabilisierung des nativen Zustands hin. Der 
Effekt ist jedoch sehr gering. Da die Faltungsstudien unter Hochsalzbedingungen 
durchgeführt wurden (≥ 0,5 M GdmCl) ist anzunehmen, dass elektrostatische 
Effekte durch Phosphorylierung bei den Faltungsexperimenten nur geringe Ein-
flüsse auf die Ergebnisse haben. 
 
3.1.4.2 Einfluss der Tyrosin-Phosphorylierung an c-CrkII auf die 
Ligandenbindung durch SH3N 
Durch die Phosphorylierung interagiert pTyr222 aus dem Linkerbereich 
zwischen den beiden SH3-Domänen mit der pTyr-Bindungsstelle in SH2 und 
verhindert dadurch die Signalaufnahme durch c-CrkII (Abbildung 3-29a). Ob 
gleichzeitig auch die Signalweiterleitung durch SH3N in pCrkII betroffen ist, ist 
unklar. Die bisherigen Daten zu pCrkII stammen aus NMR-Analysen. Dabei 
wurde ein verkürztes Konstrukt von HsCrkII verwendet, das zwar den Linker nach 
SH3N bis Position 229 einschließt, dem jedoch die gesamte SH3C-Domäne fehlt. 
Zudem wurde nicht das C3G-Peptid verwendet, sondern ein Peptid, das von 
einem anderen physiologischen Bindungspartner stammt, der mit niedrigerer 
Affinität mit c-CrkII interagiert (196). 
Hier sollten die Volllängenproteine c-CrkII aus Mensch und Huhn durch Abl-
KD in vitro phosphoryliert werden, um die Assoziation von C3G18 mit verschie-
denen Proteinvarianten zu untersuchen (Abbildung 3-31). Für humanes pCrkII 
wurden zwei Effekte beobachtet. Zum Einen ist die Rate der Assoziation mit 
C3G18 (kon) verlangsamt und liegt mit 23 µM-1 s-1 im gleichen Bereich wie die 
Rate der Assoziation von C3G18 mit dem niedrig-affinen Zustand (mit cisPro238) 
von c-CrkII aus dem Huhn (Tabelle 3-5). Zum Anderen ist die Dissoziationsrate 
(koff) erhöht. 
Da die Phosphorylierung von HsCrkII auf die Assoziation mit C3G18 ähnliche 
Auswirkungen hat wie die cis-Konformation an Pro238 in GgCrkII, sollte überprüft 
werden, ob durch Phosphorylierung des humanen Proteins eine prolinabhängige 
Regulation induziert wird. Dafür wurde die Variante HsCrkII P238A phosphoryliert 
und die Bindung an das C3G-Peptid gemessen (Abbildung 3-31a). Hs-pCrkII 
P238A interagiert mit C3G18 nahezu identisch wie das phosphorylierte Wildtyp-
protein (Tabelle 3-5). Dies deutet daraufhin, dass die nach Phosphorylierung von 
HsCrkII beobachtete Verschlechterung der Bindung von C3G18 nicht durch eine 
Kopplung an den individuellen, isomeren Zustand an Pro238 verursacht wird. 
Biophysikalische Analysen von c-CrkII Proteinen 
 
- 101 - 
 
[C3G18] (µM)
0 2 4 6 8 10
 (
s-
1 )
0
200
400
600
 [C3G18] (µM)
0 2 4 6 8 10
 (
s-
1 )
0
200
400
600
 
[C3G18] (µM)
0 2 4 6 8 10
 (
s-
1 )
0
200
400
600
 [C3G18] (µM)
0 2 4 6 8 10
 (
s-
1 )
0
200
400
600
 
Abbildung 3-31: Assoziation von pCrkII mit C3G18 
Dargestellt ist die Interaktion von C3G18 mit (a) HsCrkII (ausgefüllte Kreise), HsCrkII 
P238A (offene Kreise), (b) HsCrkII Y252F, (c) HsCrkII Y222F und (d) GgCrkII (ausge-
füllte Kreise) sowie GgCrkII P238A (offene Kreise). Die jeweiligen phosphorylierten 
Proteinvarianten sind in rot dargestellt. Die Experimente wurden in 100 mM Kalium-
phosphat, pH 7,4 bei 15 °C durchgeführt (Anregung 295 nm, Emission oberhalb von 
320 nm). Für jede C3G18-Konzentration wurden mindestens acht Kinetiken aufge-
nommen, gemittelt und durch den Angleich von Exponentialfunktionen an die Daten 
ausgewertet. Durch lineare Regression wurde aus den Ratenauftragungen kon und koff 
für alle Varianten bestimmt (Tabelle 3-5). 
Um die Frage zu beantworten, welche Auswirkungen die einzelnen Phospho-
rylierungen (an Tyr222 und an Tyr252) auf die Ligandenbindung haben, wurden 
die Varianten Hs-pCrkII P1 und Hs-pCrkII P2 ebenfalls analysiert (Abbildung 
3-31b und c, Tabelle 3-5). Als Referenzen wurden dabei die jeweiligen 
unphosphorylierten Varianten analysiert. Für die Variante HsCrkII P1 werden die 
gleichen Effekte beobachtet wie für das Wildtypprotein. Im phosphorylierten 
Zustand ist kon erniedrigt und koff erhöht. Dabei ist die Verlangsamung der Asso-
ziation nicht so stark ausgeprägt wie in pCrkII. HsCrkII P2 hingegen bindet in 
unphosphorylierter und in phosphorylierter Form gleich gut an C3G18. Diese 
Ergebnisse zeigen, dass die Autoinhibition von c-CrkII durch die Interaktion von 
pTyr222 mit der Bindungsstelle auf SH2 verursacht wird. 
a b 
c d 
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Diese intramolekulare Bindung führt zu einer Umstrukturierung des 
Linkerbereichs zwischen den SH3-Domänen und verdeckt die Ligandenbin-
dungsstelle auf SH3N, wodurch sowohl die Assoziations- als auch die Disso-
ziationsrate beeinflusst werden. Allerdings ist der beobachtete Effekt auf pCrkII 
damit nicht vollständig zu erklären. Es ist vorstellbar, dass durch die Phosphory-
lierung an Tyr252 (pCrkII P2) weitere Interaktionen eines pTyr-Motivs mit regu-
latorisch wichtigen Bereichen von c-CrkII ausgebildet werden, sobald dieses 
Motiv durch eine pTyr222-abhängige Umlagerung in räumliche Nähe einer bisher 
unbekannten Bindungsstelle gebracht wird (209). Dies bleibt jedoch spekulativ, da 
für das phosphorylierte Gesamtprotein (inklusive SH3C-Domäne) keine Struktur-
daten zur Verfügung stehen. 
Tabelle 3-5: Parameter aus den Bindungsexperimenten von pCrkII mit C3G18 
 Proteinvariante koff (s-1) kon (µM-1 s-1) koff/kon (µM) 
H
om
o sapiens 
CrkII 36 ± 16 57 ± 3 0,63 
pCrkII 77 ± 9 24 ± 1 3,21 
CrkII P237A 29 ± 10 54 ± 2 0,54 
pCrkII P237A 74 ± 6 30 ± 1 2,47 
CrkII P1 15 ± 7 55 ± 1 0,27 
pCrkII P1 90 ± 10 36 ± 2 2,50 
CrkII P2 42 ± 9 43 ± 2 0,98 
pCrkII P2 57 ± 5 45 ± 1 1,27 
G
allus gallus
CrkII 36 ± 5 21 ± 1 1,71 
pCrkII 72 ± 13 27 ± 2 2,67 
CrkII P237A 35 ± 22 58 ± 4 0,60 
pCrkII P237A 95 ± 25 28 ± 4 3,39 
Tabelle 3-5 fasst die Parameter aus den Bindungsstudien zu den verschiedenen pCrkII 
Varianten zusammen (Abbildung 3-29). Die Raten der Assoziation (kon) und der 
Dissoziation (koff) sowie der daraus resultierende KD-Wert (koff/kon) sind angegeben. Die 
Fehlerangaben sind die Standardfehler der linearen Regression. Alle Ergebnisse wurden 
in unabhängigen Experimenten reproduziert. 
Die Phosphorylierung von HsCrkII führt zu einem Bindungsverhalten, das 
ähnlich zu der niedrig-affinen Spezies von c-CrkII aus dem Huhn ist (mit 
cisPro238). Es gibt jedoch keine Hinweise darauf, dass Hs-pCrkII durch Prolyl-
isomerisierung reguliert wird. In weiterführenden Experimenten wurden auch das 
Volllängenprotein c-CrkII aus dem Huhn, sowie die P238A Variante 
phosphoryliert und die Kinetik der Bindung an C3G18 analysiert (Abbildung 
3-31d). In Gg-pCrkII bleibt die Rate der Assoziation nahezu unverändert zu dem 
unmodifizierten Protein, koff ist ähnlich stark erhöht wie in Hs-pCrkII. Die Variante 
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Gg-pCrkII P238A verhält sich sehr ähnlich zu dem phosphorylierten Wildtyp-
protein Gg-pCrkII (Abbildung 3-31d). 
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Phosphorylierung von 
c-CrkII nicht nur die Signalaufnahme durch SH2 beeinflusst, sondern dass auch 
die Signalweiterleitung durch SH3N verändert wird. pCrkII liegt daher wirklich in 
einem autoinhibierten Zustand vor, in dem die Adapterfunktion des Proteins 
insgesamt unterdrückt wird. Besonders interessant ist die Beobachtung, dass 
Gg-pCrkII und Gg-pCrkII P238A nahezu identische Affinitäten gegenüber C3G18 
aufweisen. Die Raten der Assoziation mit C3G18 verlaufen für die Wildtypproteine 
c-CrkII sowie die Varianten c-CrkII P238A nahezu identisch (Abbildung 3-31a und 
d, rote Symbole). Vermutlich wird c-CrkII hauptsächlich durch Phosphorylierung 
reguliert. Die beschriebene Prolylisomerisierung an Pro238 im Protein aus dem 
Huhn (3.1.1, 3.1.2, 3.1.3) dient womöglich als Ebene der zusätzlichen Feinregu-
lation des unphosphorylierten Proteins.  
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3.2 Regulation von Cyclophilin D 
Prolylisomerisierung ist seit langem als geschwindigkeitsbestimmender 
Schritt vieler Proteinfaltungsreaktionen bekannt (vgl. 3.1.1). Desweiteren kann 
Prolylisomerisierung im nativen Zustand eines Proteins verwendet werden, um 
dessen Funktion zu regulieren (vgl. 3.1.3). Es gibt in der Natur daher Enzyme, 
die diese Schritte beschleunigen (vgl. 1.4), um im zellulären Kontext möglichst 
schnell funktionale Proteine zu erhalten und um ebenso schnell auf äußere 
Einflüsse reagieren zu können und Signale in dem nötigen Zeitrahmen weiter-
zuleiten. 
 
3.2.1 Mitochondriales Cyclophilin D 
Mitochondriales Cyclophilin D (mCypD) wurde 1996 als Bestandteil der 
mitochondrialen Permeabilitätspore (mPTP) identifiziert (210). Neben mCypD 
werden der Adeninnukleotidtransporter und der Phosphattransporter als weitere 
Bestandteile dieser Pore diskutiert. Durch Deletionsexperimente konnte jedoch 
nur mCypD als essentieller Bestandteil der Pore bestätigt werden (174, 175). 
Vermutlich ist die mPTP ein Multiproteinkomplex. Unkontrolliertes Öffnen der 
Pore führt zu einem nicht-selektiven Ausstrom von Ca2+ und wird häufig nach 
oxidativer Schädigung von Geweben beobachtet (z.B. nach Schlaganfällen oder 
Herzinfarkten). Unkontrolliertes Öffnen der mPTP führt zu vollständigem Verlust 
des mitochondrialen Membranpotentials und nekrotischem Zelltod. 2012 beo-
bachtete die Gruppe von Ute Moll, dass das Tumorsuppressorprotein p53 in der 
Matrix von Mitochondrien mit mCypD interagiert und die mPTP dadurch geöffnet 
wird (178). Durch pulldown-Experimente konnte dabei die Interaktionsfläche auf 
p53 kartiert werden. Es wurde gezeigt, dass die DNA-Bindedomäne von p53 
(p53-DBD) für die Wechselwirkungen mit mCypD verantwortlich ist. 
 
3.2.2 Das Tumorsuppressorprotein p53 
p53 ist eines der wichtigsten Tumorsuppressorproteine und hauptsächlich als 
Transkriptionsfaktor bekannt. Durch Bindung regulatorischer DNA-Bereiche 
stimuliert p53 die Expression von p21, das wiederum mit der cyclinabhängigen 
Kinase 2 (Cdk2) interagiert und diese inhibiert. Solange Cdk2 durch p21 inakti-
viert wird, ist die Zellteilung arretiert, da der G1-S Übergang während der Mitose 
verhindert wird. Zahlreiche Mutationen sind bekannt, die dazu führen, dass p53 
nicht mehr an DNA binden kann und somit die Expression von p21 nicht induziert 
wird. Liegt kein Inhibitor für Cdk2 vor, findet unkontrollierte Zellteilung statt, was 
schließlich zur Bildung von Tumoren führt (211). 
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Neben der Funktion als Transkriptionsfaktor wurde p53 auch in der Matrix 
von Mitochondrien gefunden, wo es als proapoptotischer Faktor wirkt (212). Stress-
situationen wie DNA-Schädigung, Hypoxie oder oxidative Schädigung führen 
dazu, dass cytosolisches p53 in der mitochondrialen Matrix akkumuliert und dort 
unabhängig von der Funktion als Transkriptionsfaktor mit Proteinen der anti- und 
proapoptotischen Bcl-2 Familien interagiert. p53 ist in diesem Signalweg direkt an 
der Permeabilisierung der äußeren Mitochondrienmembran, der Freisetzung von 
Caspasen und dem Chromatinabbau beteiligt (179). 
 
3.2.3 Prolylisomeraseaktivität von mCypD 
Im Rahmen einer Kooperation mit den Gruppen von Professor Ute Moll und 
Professor Markus Seeliger an der State University of New York in Stony Brook 
sollten die Grundlagen der Interaktion von p53 mit mCypD analysiert werden. 
mCypD ist das mitochondriale Homolog zu CypA. Die physiologische Wirkung 
von Prolylisomerasen besteht in der Katalyse der Faltung neusynthetisierter 
Proteine, sowie der Ausbildung regulatorischer Komplexe mit anderen Proteinen. 
Um zu überprüfen, ob p53 die Prolylisomeraseaktivität von mCypD moduliert, 
wurde zunächst die Katalyse der Prolylisomerisierung in kurzen Peptiden und in 
faltenden Proteinsubstraten untersucht (Abbildung 3-32). Dafür wurde ein Tetra-
peptid verwendet, das am N-Terminus mit einem Aminobenzoylrest (Abz) und am 
C-Terminus mit einer para-Nitroanilin-Gruppe (pNA) markiert ist (Abz-Ala-Phe-
Pro-Phe-pNA) (148). Der cis-Anteil der Prolylbindung ist dabei abhängig von den 
Lösungsmittelbedingungen. In einer wasserfreien Lösung aus 0,55 M LiCl/TFE ist 
die cis-Konformation bevorzugt, in wässriger Lösung dagegen die trans-
Konformation. Solange die Prolylbindung des Peptids in cis vorliegt, löscht pNA 
effektiv die Abz-Fluoreszenz. Nimmt die Prolylbindung die trans-Konformation 
ein, entfernt sich der pNA-Rest von der Abz-Gruppe und die resultierende 
Fluoreszenzzunahme ist ein direktes Maß für die cis→trans Isomerisierung. Die 
Gleichgewichtsverschiebung wird bei dem Test durch einen Lösungsmittelsprung 
von LiCl/TFE in den wässrigen Messpuffer ausgelöst und die Fluoreszenzzu-
nahme aufgezeichnet (Abbildung 3-32a). 
Um die Aktivität gegenüber einem Proteinsubstrat zu analysieren, wurde die 
isolierte N2 Domäne des Gen-3-Proteins des Phagen fd (N2) verwendet. Die 
Rückfaltung dieses Proteins ist durch die Isomerisierung eines einzigen 
Prolinrestes (Pro161) limitiert. Die trans→cis Isomerisierung während der Rück-
faltung von N2 führt zu einer Fluoreszenzerhöhung (200, 201). Es wurde eine 
Variante von N2 verwendet, die ein Leu vor Pro161 und zusätzlich die 
stabilisierende Sequenzvariation Q129H trägt (LP-N2) (213).  
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Abbildung 3-32: PPIase-Aktivität von mCypD gegenüber Peptiden und Proteinen 
Aufgetragen ist (a) die relative Fluoreszenzänderung von Abz-AFPF-pNA nach einem 
Lösungsmittelsprung in Anwesenheit von 0 nM mCypD (schwarz), 2 nM mCypD (blau), 
6 nM mCypD (grün) und 8 nM mCypD (rot). Die gemessenen Kinetiken wurden durch 
den Angleich von Exponentialfunktionen ausgewertet. Die apparente Rate der Prolyl-
isomerisierung als Funktion der mCypD-Konzentration ist in (b) für das Substrat Abz-
AFPF-pNA (Anregung 316 nm, Emission 416 nm) und in (c) für LP-N2 (Anregung 280 
nm, Emission 340 nm) dargestellt. Durch lineare Regression wurde kkat/KM bestimmt 
(Tabelle 3-6). Alle Versuche wurden in 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4 bei 15 °C 
durchgeführt. 
Die Experimente zur PPIase-Aktivität von mCypD zeigen, dass sowohl kurze 
Peptide (Abbildung 3-32b), als auch rückfaltende Proteine (Abbildung 3-32c) als 
Substrate erkannt werden. mCypD katalysiert die Prolylisomerisierung in beiden 
Substraten mit einer hohen katalytischen Effizienz, die vergleichbar zu der 
Aktivität von CypA ist. Dieser Befund kann durch die hohe Sequenzidentität der 
beiden Enzyme erklärt werden. 
In der Literatur ist beschrieben, dass die katalytische Aktivität von mCypD für 
das Öffnen der mPTP notwendig ist. Dabei wurde eine Variante von mCypD in 
cypd-/- Zellen exprimiert, die katalytisch inaktiv ist (214), mCypD R68G (die 
Nummerierung bezieht sich immer auf das hier verwendete Konstrukt von 
mCypD 30-207). Die Anwesenheit dieser Variante konnte den mCypD knock-out 
nicht retten und die mPTP konnte nicht geöffnet werden (175). 
a 
b c 
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Für Cyclophiline ist eine weitere katalytisch inaktive Variante bekannt, die die 
Substitution H139Q enthält (214). Beide Proteinvarianten (mCypD R68G und 
mCypD H139Q) sind relativ zu mCypD destabilisiert, aber unter den experimen-
tellen Bedingungen stabil gefaltet (Abbildung A 8a). mCypD R68G weist weder 
gegenüber Peptiden noch gegenüber Proteinen Prolylisomeraseaktivität auf 
(Abbildung A 8b, Tabelle 3-6). Für das Protein mCypD H139Q konnte eine deut-
lich verringerte katalytische Effizienz gegenüber dem Peptidsubstrat detektiert 
werden, die Prolylisomerisierung während der Faltung von LP-N2 wird von 
mCypD H139Q nicht beschleunigt (Abbildung A 8c, Tabelle 3-6).  
Tabelle 3-6: Katalytische Effizienz von mCypD gegenüber verschiedenen Substraten 
 kkat/KM (mM
-1 s-1) 
 Abz-AFPF-pNA LP-N2 
mCypD 5200 3900 
mCypD R68G 7 30 
mCypD H139Q 200 36 
mCypD + 
0,2 µM p53-DBD 
4300 - 
mCypD + 
5 µM p53-DBD 
3900 n. b. 
Tabelle 3-6 fasst die Aktivität von mCypD gegenüber dem Tetrapeptid Abz-AFPF-pNA, 
sowie dem Proteinsubstrat LP-N2 zusammen. Die katalytische Effizienz kkat/KM wurde 
durch lineare Regression der gemessenen Raten als Funktion der mCypD-Konzentration 
bestimmt (Abbildung 3-32 und Abbildung 3-33). (-) gibt wieder, dass die Aktivität unter-
halb des Detektionslimits lag, (n. b.) dass die Aktivität nicht bestimmt wurde. Alle Ergeb-
nisse wurden in unabhängigen Experimenten reproduziert. 
In vivo Studien zeigten, dass mitochondriales p53 mit mCypD wechselwirkt 
und dadurch die mPTP geöffnet wird (178). Daher wurden die PPIase-Tests auch 
in Anwesenheit von p53-DBD durchgeführt, um zu untersuchen, welche Auswir-
kung die Interaktion von p53 mit mCypD auf die Isomeraseaktivität hat 
(Abbildung 3-33). Da die Bindungsstelle für mCypD in p53 auf die DNA-Binde-
domäne eingegrenzt werden konnte, wurde ein Konstrukt von p53-DBD 
verwendet, das bereits in früheren Studien eingesetzt worden war, um die Inter-
aktion von p53-DBD mit Hsp90 zu charakterisieren (202). Mittlerweile konnte durch 
pulldown-Experimente mit verkürzten p53-DBD Varianten eine Feinkartierung 
durchgeführt werden, die zeigt, dass der Sequenzbereich zwischen den 
Positionen 150 und 200 von p53 notwendig ist für die Interaktion mit mCypD. 
Ebenfalls in pull-down Experimenten konnte gezeigt werden, dass die beiden 
katalytisch inaktiven Varianten von mCypD nicht mit p53-DBD interagieren 
(Daten aus der Gruppe von Professor Moll). Diese Beobachtung bedeutet, dass 
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die katalytisch wichtigen Reste Arg68 und His139 in mCypD essentiell wichtig 
sind für die spezifische Wechselwirkung zwischen mCypD und p53-DBD, oder 
aber, dass p53-DBD selbst ein Substrat für mCypD ist. 
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Abbildung 3-33: Einfluss von p53-DBD auf die Isomeraseaktivität von mCypD 
Aufgetragen ist die apparente Rate der Prolylisomerisierung als Funktion der mCypD-
Konzentration für die Substrate (a) Abz-AFPF-pNA und (b) LP-N2 für mCypD alleine 
(offene Quadrate), mCypD in Anwesenheit von 200 nM p53-DBD (ausgefüllte 
Quadrate) und 5 µM p53-DBD (blaue Quadrate in (a)). Die Rate der Isomerisierung in 
LP-N2 in Gegenwart von 6 nM mCypD und in Anwesenheit steigender Konzentra-
tionen an p53-DBD ist in (c) gezeigt. Alle Experimente wurden in 100 mM Kalium-
phosphat, pH 7,4 bei 15 °C durchgeführt. Die gemessenen Fluoreszenzkinetiken 
wurden durch Angleich von Exponentialfunktionen ausgewertet. Durch lineare 
Regression (a) und (b) wurde kkat/KM bestimmt (Tabelle 3-6). 
Bei den Messungen der Isomeraseaktivität von mCypD gegenüber dem 
Peptidsubstrat zeigte sich deutlich, dass in Anwesenheit von 200 nM p53-DBD 
die Aktivität leicht abnimmt (Abbildung 3-33a). Eine weitere Erhöhung der p53-
DBD Konzentration auf bis zu 5 µM führt zu keiner weiteren Verschlechterung. 
Für das rückfaltende Protein LP-N2 dagegen wird die PPIase-Aktivität von 
mCypD durch 200 nM p53-DBD praktisch vollständig inhibiert (Abbildung 3-33b). 
Diese Beobachtung ist überraschend, da aus zellbiologischen Analysen 
gefolgert wurde, dass p53 mCypD aktiviert und dass diese Aktivierung zum 
Öffnen der mPTP führt. Die verwendeten Substrate, das Tetrapeptid Abz-AFPF-
a b 
c 
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pNA und LP-N2, sind beide artifizielle Testsysteme und daher ist es möglich, 
dass p53 auf CypD in vivo eine andere Wirkung hat. Wichtiger ist jedoch, dass 
p53-DBD deutliche Effekte auf die PPIase-Aktivität von mCypD hat. 
Der Effekt von p53-DBD auf die PPIase-Aktivität ist gegenüber dem Protein-
substrat deutlich stärker ausgeprägt als gegenüber dem Peptid. Daher wurde LP-
N2 verwendet, um die Konzentrationsabhängigkeit der Interaktion zwischen p53-
DBD und mCypD genauer zu analysieren (Abbildung 3-33c). Bei konstanter 
mCypD-Konzentration wurde die Konzentration an p53-DBD schrittweise erhöht 
und die apparente Rate der Prolylisomerisierung während der Rückfaltung von 
LP-N2 bestimmt. Die Tatsache, dass ein drei- bis vierfacher Überschuss an p53-
DBD über mCypD ausreichend ist, um den vollständigen Effekt auf die PPIase-
Aktivität zu erzielen (Abbildung 3-33c), deutet darauf hin, dass eine gerichtete 
und hoch-affine Interaktion zwischen p53-DBD und mCypD stattfindet. 
 
3.2.4 Spezifische Interaktion zwischen p53-DBD und mCypD 
Bezüglich der Aktivität von mCypD wurde gezeigt, dass ein geringer Über-
schuss an p53-DBD ausreichend ist, um den maximalen Effekt auf die PPIase-
Aktivität auszuüben. Die Interaktion der beiden Partner muss also mit hoher 
Affinität stattfinden. Durch den inhibitorischen Effekt von p53-DBD auf mCypD ist 
es naheliegend, dass sich die Interaktionsfläche auf mCypD in der Nähe des 
aktiven Zentrums befindet. Um zu testen, ob dies tatsächlich der Fall ist, wurde 
ein Experiment durchgeführt, das auf der Inhibition von Cyclophilin durch 
Cyclosporin A (CsA) beruht. 
CsA ist ein zyklisches Undekapeptid, das im aktiven Zentrum von mCypD 
bindet (Abbildung 3-34a) und daher in der Lage ist, die Aktivität von mCypD voll-
ständig zu inhibieren (215). Die Inhibition von mCypD durch CsA für das Substrat 
Abz-AFPF-pNA ist in Abbildung 3-34b dargestellt.  Dabei zeigt sich, dass ein vier-
facher Überschuss an CsA über mCypD ausreichend ist, um das Enzym voll-
ständig zu inhibieren. 
Dies beruht auf der hohen Affinität von CsA für Cyclophiline (143). Ein exakter 
KD-Wert für mCypD und CsA ist jedoch nicht bekannt. Um die Affinität genau zu 
bestimmen, wurden Assoziationskinetiken gemessen, die die Bindung von CsA 
an mCypD wiederspiegeln (Abbildung 3-34c). Da die intrinsische Fluoreszenz 
von mCypD bei der Bindung von CsA zunimmt, kann diese Sonde sehr gut 
verwendet werden, um die Bindungsreaktion zu analysieren. Dieser kinetische 
Ansatz ist deutlich zuverlässiger als die Bestimmung von sehr hohen Affinitäten 
(niedrigen KD-Werten) durch Gleichgewichtstitrationen. 
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Abbildung 3-34: Interaktion zwischen mCypD und CsA 
Dargestellt ist (a) der Komplex von mCypD (blau) und CsA (rot). Die katalytisch wich-
tigen Reste Arg68 und His139 sind in olivgrün als Stäbchen und Kugeln gezeigt (PDB: 
2Z6W (216)). Die Abbildung wurde mit PyMol erstellt (144). (b) zeigt die Abnahme der 
apparenten Rate der Prolylisomerisierung in Abz-AFPF-pNA in Anwesenheit von 10 
nM mCypD und steigender CsA-Konzentration (offene Quadrate). Die Rate der 
unkatalysierten Reaktion ist als ausgefülltes Quadrat dargestellt (Anregung 316 nm, 
Emission 416 nm). Die Zunahme der Fluoreszenz (Anregung 280 nm, Emission ober-
halb von 305 nm) als Funktion der Zeit ist in (c) dargestellt für 250 nM mCypD + 0 µM 
CsA (schwarz), + 1 µM CsA (grün), + 3 µM CsA (rot) und + 9 µM CsA (blau). Die 
Kinetiken wurden durch den Angleich von Exponentialfunktionen ausgewertet und die 
apparente Rate (der Assoziation – offene Quadrate oder der Dissoziation – ausge-
fülltes Quadrat) als Funktion der CsA-Konzentration aufgetragen (d). Durch lineare 
Regression wurden die Werte für kon und koff bestimmt. Alle Versuche wurden in 100 
mM Kaliumphosphat, pH 7,4 bei 15 °C durchgeführt. 
Die apparenten Raten der Assoziation nehmen linear mit der CsA-
Konzentration zu (Abbildung 3-34d). Durch lineare Regression können daraus die 
Werte für kon = 1,48 µM-1 s-1 und koff = 0,0072 s-1 ermittelt werden. Auf diese 
Weise kann der KD-Wert für mCypD und CsA zu etwa 5 nM bestimmt werden. 
Diese hohe Affinität stimmt sehr gut mit Abschätzungen der Affinität von CypA 
(cytosolisches Homolog von mCypD) für CsA überein und erklärt die starke 
Inhibition von mCypD durch CsA. 
d 
a b 
c 
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Aufgrund der deutlichen Inhibition von mCypD durch einen geringen Über-
schuss an p53-DBD (Abbildung 3-33c) ist anzunehmen, dass die Interaktion 
zwischen den beiden Proteinen mit hoher Affinität stattfindet. Wenn diese 
Annahme stimmt und wenn p53-DBD, wie vorgeschlagen, in der Nähe des 
aktiven Zentrums bindet, dann sollte p53-DBD in der Lage sein CsA aus dem 
aktiven Zentrum von mCypD zu verdrängen. Um dies zu testen, wurde der 
Peptid-Test als Auslesereaktion verwendet. CsA inhibiert mCypD vollständig, 
auch gegenüber dem Tetrapeptid. p53-DBD hingegen verringert die Aktivität von 
mCypD gegenüber Abz-AFPF-pNA nur um etwa 25 %. Um auf eine mögliche 
Verdrängung von CsA aus dem aktiven Zentrum von mCypD hin zu testen, 
wurde mCypD durch CsA teilweise inhibiert und die Katalyse der Prolylisomeri-
sierung in Abz-AFPF-pNA mit steigender p53-DBD-Konzentration gemessen 
(Abbildung 3-35). 
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Abbildung 3-35: Kompetition von p53-DBD und CsA um die Bindungsstelle an mCypD 
(a) Fluoreszenzänderung durch cis→trans Prolylisomerisierung in Abz-AFPF-pNA in 
Anwesenheit von 12 nM mCypD (schwarze Linie), 12 nM mCypD + 5 nM CsA (schwarz, 
unterbrochene Linie), 12 nM mCypD + 5 nM CsA + 5 nM p53-DBD (rot, unterbrochene 
Linie) und 12 nM mCypD + 5 nM CsA + 22 nM p53-DBD (rote Linie). Durch Angleich 
von Exponentialfunktionen an die Daten ergeben sich die apparenten Raten der Prolyl-
isomerisierung (b) in Anwesenheit von 12 nM mCypD, 5 nM CsA und zunehmender 
Konzentration an p53-DBD (Quadrate). Die Rate der unkatalysierten (rot, ausgefülltes 
Quadrat), der katalysierten (12 nM mCypD, blau, ausgefülltes Quadrat), sowie der 
inhibierten Reaktion (12 nM CypD + 5 nM CsA, blau, offenes Quadrat) sind ebenfalls 
gezeigt. Alle Versuche wurden in 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4 bei 15 °C durch-
geführt (Anregung 316 nm, Emission 416 nm). 
Die Fluoreszenzkinetiken zeigen deutlich, dass mCypD durch CsA zu einem 
gewissen Maß inhibiert wird (Abbildung 3-35a) und dass diese Inhibition durch 
zunehmende Konzentrationen an p53-DBD aufgehoben werden kann. Die ermit-
telten Raten der Prolylisomerisierung in Anwesenheit konstanter Konzentrationen 
an mCypD und CsA und zunehmender Konzentration an p53-DBD zeigen dabei 
den Verlauf einer Bindungskurve (Abbildung 3-35b). 
a b 
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Mit diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass p53-DBD in der Lage ist 
CsA aus dem Komplex mit mCypD zu verdrängen. Die einfachste Erklärung dafür 
ist, dass die beiden Komponenten zumindest teilweise an die gleiche Inter-
aktionsfläche auf mCypD binden. Es wurde bereits gezeigt, dass der Effekt von 
p53-DBD auf mCypD unterschiedlich stark ausgeprägt ist, je nachdem ob ein 
kurzes Peptid oder ein Proteinsubstrat von mCypD umgesetzt werden soll 
(Abbildung 3-33a und b). Auch bei hohen Konzentration an p53-DBD bleibt ein 
Großteil der Aktivität von mCypD gegenüber kurzen Peptiden erhalten, was 
daraufhin deutet, dass p53-DBD zwar in der Nähe des aktiven Zentrums von 
mCypD bindet, jedoch nicht wie CsA das aktive Zentrum des Enzyms vollständig 
blockiert. Durch diese Nähe zum katalytischen Zentrum wird vermutlich die 
Zugänglichkeit für globuläre Proteine stark eingeschränkt und das Modellsubstrat 
LP-N2 kann daher nicht mehr umgesetzt werden. 
Aufbauend auf diese Ergebnisse wurden NMR-Titrationen mit markiertem 
mCypD durchgeführt (in der Gruppe von Professor Seeliger). Vorläufige 
Ergebnisse zeigen Verschiebungen einzelner Peaks, die Aminosäuren in der 
Nähe des aktiven Zentrums zugeordnet werden können (Abbildung 3-36a). 
 
mCypDmCypD
CsA
mCypD
CsA
p53
Abbildung 3-36: Strukturelle Interpretation der Interaktion zwischen mCypD und p53 
Der Komplex zwischen mCypD und CsA ist in (a) gezeigt (PDB: 2Z6W (216)). Reste die 
mit CsA (rot) interagieren, sind als Stäbchen dargestellt, Reste, die bei ersten Titra-
tionsexperimenten Peakverschiebungen nach Zugabe von p53-DBD zeigten, sind gelb 
gefärbt. Die Abbildung wurde mit PyMol erstellt (144). Das vorgeschlagene Modell für die 
Interaktion zwischen mCypD und p53 ist in (b) visualisiert. Es gibt die Zugänglichkeit 
des aktiven Zentrums von mCypD für Peptid- und Proteinsubstrate wieder, sowie die 
Effekte von CsA und p53. 
Diese vorläufigen Ergebnisse aus den NMR-Titrationen sind in Einklang mit 
den Daten aus den Aktivitätstests. Neben sterischen Effekten, die eine gleich-
zeitige Bindung von CsA und p53-DBD an mCypD verhindern ist festzuhalten, 
dass Arg68, das für die Aktivität von mCypD entscheidend ist (Abbildung A 8b, 
a b 
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Tabelle 3-6), sowohl mit CsA direkte Kontakte ausbildet, als auch mit p53-DBD 
interagiert und eine deutliche Peakverschiebung zeigt. 
Zusammen führen die bisherigen Daten zu einem Modell (Abbildung 3-36b), 
das p53 als eine Art Selektivitätsfilter für mCypD beschreibt. Im freien Zustand ist 
mCypD aktiv gegenüber Peptid- und Proteinsubstraten (Abbildung 3-32). Diese 
Aktivität wird durch die hoch-affine Bindung von CsA im aktiven Zentrum des 
Enzyms vollständig inhibiert (Abbildung 3-34). Die zusätzliche Anwesenheit von 
p53-DBD führt dazu, dass CsA verdrängt wird (Abbildung 3-35). Zum Einen sind 
vermutlich sterische Effekte für die Verdrängung verantwortlich, zum Anderen 
teilen sich CsA und p53 offenbar Bereiche der Interaktionsfläche auf mCypD. p53 
liegt dabei nicht wie CsA genau im aktiven Zentrum, sondern umrandet es viel-
mehr (Abbildung 3-36a). Dadurch wird die Zugänglichkeit für Proteinsubstrate 
eingeschränkt, die Aktivität gegenüber kurzen Peptiden bleibt jedoch größtenteils 
erhalten (Abbildung 3-33). 
Bisher sind keine Substrate von mCypD bekannt, die für das Öffnen der 
mPTP wichtig sind, jedoch ist beschrieben, dass die katalytische Aktivität von 
mCypD für die Porenöffnung benötigt wird (175). Möglicherweise muss Prolyliso-
merisierung in flexiblen Bereichen von Proteinen stattfinden, was zu weitreichen-
den strukturellen Umlagerungen führen kann (vgl. 3.1), damit die Pore geöffnet 
wird. Solche flexiblen Strukturelemente könnten als Substrate erkannt und 
umgesetzt werden, während p53 an mCypD gebunden ist.  
Durch das Öffnen der mPTP wird nekrotischer Zelltod ausgelöst, mCypD 
muss folglich nicht weiter als Proteinfaltungshelfer in der mitochondrialen Matrix 
wirken. Diese Steuerung der zeitlichen Selektivität für verschiedene, physio-
logisch relevante Aufgaben von mCypD kann dabei durch die Interaktion mit p53 
etabliert werden. 
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3.3 Anpassung von PPIasen an die Umwelt – Leben unter 
extremen Bedingungen 
Die Lebensräume auf der Erde sind extrem vielfältig. Neben dem gemäßig-
ten Klima stellen andauernde Trockenheit (Wüstenregionen), extreme Hitze 
(Geysire), aber auch permanenter Frost (Antarktis) oder hoher Druck (in der Tief-
see) aus unserem Blickwinkel eine große Herausforderung für die dort lebenden 
Organismen dar. Dennoch findet man in sämtlichen Bereichen der Erde Lebe-
wesen (meist Einzeller), die sich an solche Umgebungen angepasst haben. 
Proteine aus diesen Organismen sind für die biotechnologische Industrie interes-
sant, um stabilere und effizientere Prozessentwicklungen durchzuführen. Auch in 
der Grundlagenforschung wird viel mit Proteinen aus Extremophilen gearbeitet, 
um ein besseres Verständnis darüber zu erhalten, wie einzelne Aminosäuren die 
Proteinstabilität und -faltung beeinflussen. In den Organismen ist natürlich das 
gesamte Proteom an die gegebenen Umweltbindungen angepasst. 
Zahlreiche Studien beschreiben die Unterschiede zwischen homologen 
Proteinen aus mesophilen und thermophilen Bakterien und zusammen mit 
gerichteter Evolution unter Laborbedingungen konnten grundlegende 
Erkenntnisse über die Stabilisierung von Proteinen erarbeitet werden (217-219). 
Über die physiologische Wirkung der Anpassung an die Umwelt ist jedoch 
weniger bekannt. Neben der Stabilität muss auch die katalytische Aktivität von 
Enzymen erhalten bleiben oder bei Enzymen aus psychrophilen Organismen 
sogar verbessert werden, da die Raten chemischer Reaktionen mit der 
Temperatur abnehmen. Dies wird häufig durch das Aufheben nicht-kovalenter, 
stabilisierender Wechselwirkungen erreicht, wodurch die Flexibilität eines 
Enzyms erhöht wird (220). Um derartige Anpassungseffekte und die daraus 
resultierende physiologische Bedeutung zu analysieren, stellen Faltungshelfer-
proteine eine sehr interessante Klasse an Enzymen dar, da deren Aktivität Aus-
wirkungen auf das gesamte Proteom hat. 
In Bakterien sind besonders die Faltungshelfersysteme GroEL/ES, DnaK/J 
und Triggerfaktor bekannt. GroEL/ES ist das bakterielle Homolog zu den 
eukaryotischen Proteinen Hsp60 und Hsp10, DnaK/J ist homolog zu Hsp70. Die 
Bedeutung dieser Enzyme spiegelt sich in ihrer Klassifizierung als 
Hitzeschockproteine (heat shock protein, Hsp) wider. Diese beiden Systeme 
arbeiten ATP-abhängig. GroEL/ES verwendet die hydrolytische Spaltung von 
ATP zu ADP als eine Art molekulare Zeitschaltuhr, wobei die Dissoziation von 
GroES und GroEL abhängig von der ATP-Hydrolyse ist. Dadurch ist sicher-
gestellt, dass fehlgefaltete Proteine im Inneren von GroEL das Enzym nicht 
blockieren, sondern ein regelmäßiges Öffnen und Schließen dafür sorgt, dass 
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immer wieder neue Substrate in den faltungsbegünstigenden Innenraum 
gelangen können (221). 
DnaK/J weist im ATP gebundenen Zustand eine hohe Affinität gegenüber 
Substraten auf, die sehr dynamisch mit dem Chaperon assoziieren und wieder 
dissoziieren können. Nach Hydrolyse von ATP zu ADP ist der DnaK-Substrat-
Komplex deutlich stabiler und die Rate der Dissoziation koff ist in diesem Zustand 
stark erniedrigt (222). 
Das dritte bakterielle System, Triggerfaktor, unterscheidet sich von 
GroEL/ES und DnaK/J dadurch, dass es ATP-unabhängig arbeitet und bisher 
kein eukaryotisches Homolog bekannt ist. Triggerfaktor ist ein Dreidomänen-
protein und besteht aus einer Ribosomenbindedomäne, einer Chaperondomäne 
und einer Prolylisomerasedomäne vom FKBP-Typ (223). Durch die Ribosomen-
bindestelle interagiert in Zellen nahezu jedes Triggerfaktor-Molekül mit einem 
Ribosom und stellt somit das erste Chaperon dar, mit dem naszierende Poly-
peptidketten interagieren. Diese werden bei Austritt aus dem Ribosom von der 
Chaperondomäne erkannt, gebunden und vor Aggregation geschützt (224). Die 
Anwesenheit einer Prolylisomerasedomäne deutet daraufhin, dass Prolylisomeri-
sierung als geschwindigkeitsbestimmender Schritt der Proteinfaltung in Bakterien 
offenbar ein Problem darstellen kann. 
 
3.3.1 Triggerfaktor aus Pseudoalteromonas haloplanktis TAC125 
2010 beobachtete die Gruppe von Georges Feller (Universität Lüttich, 
Belgien), dass Triggerfaktor aus Pseudoalteromonas haloplanktis TAC125 (Ph) 
bei niedrigen Temperaturen (4 °C) das am stärksten exprimierte Chaperon in 
diesem Organismus ist. Insgesamt konnte in dieser Studie ein Drittel der 
überexprimierten Proteine allgemein dem Stoffwechselweg der Proteinbio-
synthese, von der Transkription bis zur Faltung, zugeordnet werden (225). 
Die erhöhte zelluläre Konzentration an Triggerfaktor ist vermutlich notwendig, 
um ausreichend Chaperonaktivität zu gewährleisten, da die Expression der 
beiden anderen Systeme DnaK und GroEL bei niedrigen Temperaturen stark 
verringert ist. Dabei bindet Triggerfaktor vermutlich neusynthetisierte Proteine, 
verhindert einen vorzeitigen hydrophoben Kollaps (hydrophobic collapse) und 
schützt sie somit vor Aggregation bis genug Faltungsinformation durch ausrei-
chend Kettenlänge verfügbar ist und die Proteine korrekt falten können. 
Zusätzlich zu der Chaperonaktivität ist vermutlich auch die Prolylisomerase-
aktivität von Triggerfaktor wichtig. Wie alle chemischen Reaktionen wird auch die 
Proteinfaltung mit sinkender Temperatur langsamer. Prolylisomerisierung ist als 
kritischer Schritt der Proteinfaltung bekannt und durch die starke Temperatur-
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abhängigkeit der Rotation um eine partielle Doppelbindung kommt der Katalyse 
dieser Reaktion besonders bei niedrigen Temperaturen eine große Bedeutung 
zu. 
Um die physiologische Bedeutung der Anpassung von Triggerfaktor an die 
Umweltbedingungen zu erarbeiten, wurden in Zusammenarbeit mit Georges 
Feller und Amandine Godin-Roulling (Universität Lüttich, Belgien) homologe 
Triggerfaktoren aus verschiedenen Bakterien hinsichtlich ihrer Chaperon- und 
PPIase-Aktivität untersucht. Dazu wurden die Proteine aus den Bakterien 
Pseudoalteromonas haloplanktis (Ph, psychrophil), Escherichia coli (Ec, 
mesophil) und Thermotoga maritima (Tm, thermophil) verwendet, um einen 
möglichst großen Temperaturbereich der natürlichen Habitate einzuschließen.  
 
3.3.2 Chaperonaktivität und Substratbindung 
Die Chaperonaktivität von Faltungshelferenzymen kann in vitro mittels 
verschiedener Testsysteme analysiert werden. Diese Untersuchungen wurden 
von A. Godin-Roulling durchgeführt. Viele Proteine können nicht ohne Helfer-
proteine zurückfalten, wenn sie von hohen GdmCl-Konzentrationen schnell zu 
sehr niedrigen GdmCl-Konzentrationen verdünnt werden und aggregieren folglich 
irreversibel während der Rückfaltung. Diese Aggregation kann über Lichtstreuung 
beobachtet werden. A. Godin-Roulling konnte zeigen, dass die Aggregation der 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) während der Rückfaltung 
durch EcTF und TmTF sehr effektiv verhindert wird. PhTF hingegen zeigt nahezu 
keine Chaperonaktivität bei 20 °C. Wird die Verdünnung von GAPDH auf Eis 
durchgeführt (nahezu keine Aggregation) und die Reaktionstemperatur 
anschließend langsam auf 15 °C erhöht, zeigen EcTF und TmTF das gleiche 
Verhalten wie bei 20 °C. PhTF kann unter diesen Bedingungen die Aggregation 
von GAPDH um etwa 20 min verzögern. 
Bei diesen Untersuchungen wird lediglich die Fähigkeit Aggregation zu 
verhindern dokumentiert, man erhält jedoch keine Informationen, ob GAPDH 
korrekt gefaltet vorliegt. Um zu testen, ob TF in der Lage ist die produktive 
Proteinfaltung zu fördern, können Aktivitätstests für GAPDH anstelle der Streu-
lichtmessungen durchgeführt werden. Dabei zeigen die drei homologen TFs 
deutliche Unterschiede. PhTF, der die Aggregation nicht verhindern konnte, kann 
die produktive Faltung von GAPDH etwas verbessern. EcTF verhindert die 
Aggregation von GAPDH und führt zu 30 % Aktivitätsrückgewinnung, wohin-
gegen TmTF zwar vor Aggregation schützt, jedoch keine GAPDH-Reaktivierung 
nachgewiesen werden konnte. Unter den experimentellen Bedingungen (15 °C) 
stellt PhTF folglich ein Faltungshelferenzym dar, TmTF schützt lediglich vor 
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Aggregation. TF aus dem mesophilen Bakterium E. coli vereint diese beiden 
Aktivitäten, indem Proteine vor irreversibler Aggregation geschützt und gleich-
zeitig die produktive Faltung gefördert werden. 
Der Chaperontest mit GAPDH als Substrat ist nur in einem sehr einge-
schränkten Temperaturbereich möglich. Daher wurde ein weiteres Substrat 
verwendet, säuredenaturiertes GFP (green fluorescent protein). Verdünnung von 
säuredenaturiertem GFP in Puffer mit neutralem pH initiiert die Rückfaltung des 
Proteins. Der Chaperontest mit GFP wurde von A. Godin-Roulling wie für 
GAPDH bei 15 °C durchgeführt. Zusätzlich wurden die Aktivitäten der einzelnen 
TFs auch bei Temperaturen bestimmt, die die natürlichen Lebensbedingungen 
der drei Bakterienstämme besser wiedergeben sollten (5 °C für PhTF, 37 °C für 
EcTF und 50 °C für TmTF). Für die Experimente bei 15 °C zeigte sich das 
gleiche Verhalten wie gegenüber GAPDH als Substrat. Ein Überschuss an PhTF 
und EcTF erhöht den Anteil an nativ gefaltetem Protein. Auch gegenüber GFP 
weist EcTF die höchste Aktivität auf, relativ zu der Rückfaltung in Abwesenheit 
von Faltungshelfern. Bei Temperaturen, die nahe an den Lebensbedingungen 
von psychrophilen, mesophilen und thermophilen Bakterien liegen, zeigte sich, 
dass PhTF die Ausbeute an nativem GFP bei 5 °C nicht beeinflusst. Erst bei 
zehnfachem Überschuss an PhTF gegenüber GFP zeigt sich eine etwas höhere 
Rückfaltungseffizienz. EcTF ist bei 37 °C und geringem Überschuss (zwei- bis 
dreifacher molarer Überschuss) in der Lage die Menge an gefaltetem GFP fast 
zu verdoppeln. Je höher jedoch der Überschuss von EcTF über GFP wird, desto 
niedriger wird die Ausbeute, was die bivalente Funktion von EcTF widerspiegelt. 
In EcTF sind die Funktionen eines Faltungshelfers mit denen eines Aggregations-
unterdrückers (durch feste Bindung, holdase) vereint. 
Bereits ein dreifacher Überschuss an TmTF über GFP führt zu verringerter 
Faltungseffizienz (bei 15 °C und 50 °C). Jedoch wurde beobachtet, dass die 
gleichzeitige Anwesenheit von TmTF und GroEL/ES die Faltungseffizienz stark 
erhöhte. Weitere Experimente zeigten, dass TmTF und GroEL/ES offenbar 
gemeinsam an der Faltung des Modellproteins GFP beteiligt sind. TmTF hält das 
Substrat zunächst in einem faltungskompetenten Zustand bevor es zur weiteren 
Faltung an GroEL/ES weitergegeben wird. Interessant dabei ist, dass EcTF 
offenbar nicht mit GroEL/ES kooperativ an der Faltung von Proteinen beteiligt ist, 
da in Anwesenheit beider Chaperone die Rückfaltung von GFP weniger effizient 
abläuft, weil die beiden Systeme vermutlich um die Substrate konkurrieren. 
Eine mögliche Erklärung für das unterschiedliche Verhalten der drei homolo-
gen TFs sind die chemisch unterschiedlichen Bindungsstellen für entfaltete 
Proteine und die daraus resultierenden Affinitäten gegenüber Molekülen mit 
exponierten hydrophoben Oberflächen. Mittels Titrationen der drei Enzyme mit 
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ANS, einem Molekül, das spezifisch an hydrophobe Flächen bindet, zeigte A. 
Godin-Roulling, dass TmTF offenbar mehr hydrophobe Oberflächen exponiert als 
PhTF und EcTF. Chaperondomänen weisen allgemein hydrophobe Oberflächen 
auf, um mit teilgefalteten Proteinen, die noch nicht alle hydrophoben Reste im 
Inneren ihrer Struktur verborgen haben, zu interagieren. Diese Ergebnisse 
wurden durch isothermale Titrations Kalorimetrie (ITC) mit einem entfalteten 
Proteinsubstrat (-Casein) ergänzt. EcTF und TmTF binden -Casein mit hoher 
Affinität (KD ≈ 2,5 µM für beide TFs). Für PhTF konnte auf diese Weise keine 
Bindungskonstante bestimmt werden, da die Interaktion der Chaperondomäne 
mit Substraten vermutlich zu schwach ist. 
 
3.3.3 Prolylisomeraseaktivität von Triggerfaktor 
Ergänzend zu der Chaperonaktivität wurde auch die Prolylisomeraseaktivität 
der drei TFs untersucht. Diese Analysen wurden von mir durchgeführt. Um die 
Aktivität von Prolylisomerasen zu bestimmen, stehen optimierte Protokolle zur 
Verfügung und verschiedene Isomerasen können dadurch gut miteinander 
verglichen werden. Generell gibt es zwei Gruppen von Substraten, kurze Peptide 
und Proteinsubstrate. Kurze Peptide bilden keine Sekundärstrukturen aus und 
werden somit vermutlich nur vom aktiven Zentrum der zu untersuchenden 
PPIase erkannt und gebunden. Daher sind kurze Peptide sehr gut geeignet, um 
die Sequenzspezifität von PPIasen aufzuklären. In vorangehenden Arbeiten 
wurden Tetrapeptide und Pentapeptide der allgemeinen Formeln Abz-Ala-Xaa-
Pro-Phe-pNA und Abz-Ala-Ala-Pro-Xaa-Ala-pNA (Xaa steht für jede beliebige 
proteinogene Aminosäure) verwendet, um die Spezifität der drei 
Isomerasefamilien in Bezug auf die Position vor und nach Pro zu untersuchen 
(148, 149). Bei diesen Peptiden ist der Anteil an cisPro in wasserfreien Bedingungen 
(0,55 M LiCl/TFE) erhöht. Durch die cis-Konformation an Pro befinden sich die 
Aminobenzoylgruppe (Abz) und die para-Nitroanilingruppe (pNA) in räumlicher 
Nähe zueinander und die Abz-Fluoreszenz wird durch pNA gelöscht. In 
wässrigen Bedingungen wird die trans-Konformation der Prolylbindung bevorzugt 
und die pNA-Gruppe entfernt sich von dem Abz-Rest. Die Zunahme der Abz-
Fluoreszenz als Funktion der Zeit nach einem Lösungsmittelsprung entspricht 
daher der cis→trans Isomerisierung an Pro. 
PPIasen mit Chaperondomänen verwenden diese, um Substrate in der Nähe 
des aktiven Zentrums anzureichern. Vermutlich sind fünf Aminosäuren nicht aus-
reichend um von Chaperondomänen erkannt zu werden und die Aktivität gegen-
über Peptiden wird durch die Verknüpfung einer PPIase-Domäne mit einer 
Chaperondomäne nicht beeinflusst. Daher konnten kurze Peptide verwendet 
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werden, um die Sequenzspezifität von Isomerasen mit Chaperondomäne in 
Bezug auf die Aminosäure vor und nach Pro zu analysieren (149, 213). In anderen 
Arbeiten wurde eindrucksvoll erarbeitet, dass die Anwesenheit einer 
Chaperondomäne die Aktivität von PPIasen gegenüber Proteinsubstraten mehr 
als 1000-fach erhöhen kann und dabei gleichzeitig die Sequenzspezifität der 
Isomerasedomäne aufhebt (226). Durch Anreicherung an der Chaperondomäne 
wird die lokale Substratkonzentration in der Nähe des katalytischen Zentrums so 
stark erhöht, dass nicht mehr der Substratumsatz, sondern der Transfer von der 
Chaperondomäne zum aktiven Zentrum in der Isomerasedomäne limitierend 
wird. Dieser Transport ist sehr effizient und kann durch eine sehr hohe Dynamik 
der Assoziation und Dissoziation zwischen Chaperondomäne und entfaltetem 
Proteinsubstrat erklärt werden (107). Interessant dabei ist, dass der Einbau einer 
Chaperondomäne in eine PPIase, die natürlicherweise keine Chaperondomäne 
hat, die Aktivität gegenüber Proteinen stark erhöhen kann (227).  
Da Triggerfaktor aus einer Ribosomenbindedomäne, einer PPIase-Domäne 
und einer Chaperondomäne besteht, können hier die Peptidsubstrate verwendet 
werden, um die Spezifität der homologen Proteine zu bestimmen. Protein-
substrate können herangezogen werden, um die Situation in der Zelle besser 
wiederzugeben. 
Zunächst sollte die Sequenzspezifität der drei TFs untersucht werden. 
Abbildung 3-37a zeigt die Zunahme der Abz-Fluoreszenz in Abz-AAPF-pNA nach 
einem Lösungsmittelsprung in wässrige Bedingungen in Ab- und Anwesenheit 
von TF. Bereits aus dieser Auftragung wird deutlich, dass sich die drei TFs in 
ihrer Aktivität sehr stark unterscheiden. Werden die apparenten Raten der 
Prolylisomerisierung als Funktion der TF-Konzentration aufgetragen (Abbildung 
3-37b) wird diese Beobachtung noch deutlicher. Da die beobachtete Rate linear 
mit der Enzymkonzentration zunimmt, liegt die Substratkonzentration vermutlich 
weit unterhalb von KM und damit entspricht die Steigung der Regressionsgeraden 
der katalytischen Effizienz kkat/KM. 
Alle drei TFs zeigen dabei die FKBP-typische, ausgeprägte Sequenzspezi-
fität (213). Peptide mit hydrophoben Resten vor Pro stellen gute Substrate für TF 
dar, wohingegen solche mit negativ geladenen Resten vor Pro nur mit niedriger 
Aktivität umgesetzt werden (Abbildung 3-37c) (148). Da die Position nach Pro 
generell die gleichen Effekte zeigt (149), allerdings deutlich schwächer ausgeprägt, 
wurde in dieser Arbeit nur die Position vor Pro analysiert. 
Um die Aktivität der drei homologen Isomerasen gegenüber einem Protein-
substrat zu untersuchen wurde eine Bibliothek von N2  verwendet. N2 ist eine 
Domäne aus dem Gen-3-Protein des Phagen fd. Pro161 liegt in einer 
exponierten Schleife und die Konformation an Pro161 (cis oder trans) ist 
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entscheidend für die Stabilität des Proteins. Der geschwindigkeitsbestimmende 
Schritt bei der Rückfaltung von N2  ist die trans→cis Isomerisierung an Pro161. 
Die trans→cis Isomerisierung ist mit einer Fluoreszenzzunahme verbunden, die 
eine geeignete Sonde für die Katalyse durch PPIasen darstellt (200, 201, 213). Es 
wurden Varianten von N2 mit unterschiedlichen Aminosäuren vor Pro161 und der 
zusätzlichen, stabilisierenden Aminosäuresubstitution Q129H verwendet (XP-N2, 
Abbildung 3-37d). 
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Abbildung 3-37: Sequenzspezifität von Triggerfaktor 
Dargestellt sind die Fluoreszenzänderungen nach einem Lösungsmittelsprung von 
LiCl/TFE in Messpuffer für Abz-AAPF-pNA (a) in Abwesenheit einer Isomerase (unter-
brochene Linie) und in Anwesenheit von 40 nM TF (PhTF blau, EcTF schwarz, TmTF 
rot). (b) zeigt die Auftragung der gemessenen Raten der Prolylisomerisierung in Abz-
AAPF-pNA als Funktion der Enzymkonzentration mit Farben wie in (a). (c) und (d) 
geben die katalytische Effizienz gegenüber Peptiden und Proteinen (XP-N2) mit unter-
schiedlichen Resten vor Prolin wieder. Alle Versuche wurden in 100 mM Kalium-
phosphat, pH 7,5, 1 mM EDTA bei 15 °C durchgeführt. Die numerischen Werte für 
kkat/KM sind in Tabelle A 9 und Tabelle A 10 zusammengefasst. 
Alle drei Enzyme weisen gegenüber XP-N2 eine hohe katalytische Effizienz 
auf, die durch das Zusammenspiel der Chaperondomäne, zur Erkennung und 
Anreicherung teilgefalteter Proteine, und der Isomerasedomäne erklärt werden 
kann. Wie bereits beschrieben wird die in den Peptidtests beobachtete Sequenz-
spezifität durch die Chaperondomäne weitgehend aufgehoben (Abbildung 3-37d). 
a b 
c d 
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 Um die Frage zu beantworten, ob TFs aus unterschiedlichen Organismen 
durch unterschiedliche katalytische Aktivitäten der PPIase-Domänen an die 
jeweiligen Lebensbedingungen angepasst sind, wurden zunächst die Peptidtests 
auch bei niedrigerer (5 °C) und höherer (25 °C) Temperatur durchgeführt 
(Abbildung 3-38). Eine weitere Erhöhung der Temperatur ist nicht möglich, da 
sonst die unkatalysierte Isomerisierung zu schnell abläuft und nach manueller 
Mischung nicht mehr aufgezeichnet werden kann.  
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Abbildung 3-38: Katalytische Effizienz gegenüber Peptiden bei 5 °C und 25 °C 
Aufgetragen ist die katalytische Effizienz gegenüber Peptiden mit unterschiedlichen 
Aminosäureresten vor Prolin für PhTF (blau), EcTF (schwarz) und TmTF (rot) bei (a) 
5 °C und (b) 25 °C. Alle Versuche wurden in 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,5, 1 mM 
EDTA bei 5 °C oder 25 °C durchgeführt. Die numerischen Werte für kkat/KM sind in 
Tabelle A 9 zusammengefasst. 
Sowohl bei niedriger, als auch bei höherer Temperatur zeigen die drei 
homologen TFs das bekannte Spezifitätsprofil mit einer klaren Präferenz für 
hydrophobe Reste vor Prolin. Der Unterschied in der absoluten Aktivität zwischen 
5 °C und 25 °C ist bei den einzelnen Peptiden unterschiedlich stark ausgeprägt. 
Tendenziell wird die Aktivität gegenüber Substraten mit geladenen Resten vor 
Pro (Lys und Glu) am deutlichsten von der Reaktionstemperatur beeinflusst. 
(Abbildung 3-38). 
XP-N2 wurde bisher als Proteinsubstrat für den PPIase-Test verwendet, da 
von diesem Protein eine Bibliothek mit unterschiedlichen Resten vor Prolin zur 
Verfügung steht. N2 ist jedoch nicht thermostabil und die meisten Varianten 
weisen einen Übergangsmittelpunkt bei thermischer Denaturierung von etwa 
32 °C auf. Somit sind Messungen bei 25 °C mit N2 nur bedingt möglich, weil 
unter diesen Bedingungen das Protein bereits deutlich destabilisiert ist. Daher 
wurde für temperaturabhängige Aktivitätsbestimmungen gegenüber einem 
Proteinsubstrat RCM-T1 (reduzierte und Carboxymethylierte Ribonuklease T1 mit 
den Substitutionen S54G P55N) verwendet (Abbildung 3-39). 
a b 
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Abbildung 3-39: Katalyse der Rückfaltung von RCM-T1 
Aufgetragen sind die apparenten Raten der Prolylisomerisierung an Pro39 in RCM-T1 
in Abhängigkeit der TF-Konzentration bei (a) 5 °C, (b) 15 °C und (c) 25 °C für PhTF 
(blau), EcTF (schwarz) und TmTF (rot). Die Versuche wurden in 100 mM Tris/HCl, 
pHRT 7,8 durchgeführt. Die aus den Steigungen ermittelten kkat/KM-Werte sind in 
Tabelle A 11 zusammengefasst. 
Die Rückfaltung von 80 % der Moleküle von RCM-T1 wird durch die 
trans→cis Isomerisierung an Pro39 limitiert. Durch die Modifikation der 
reduzierten Cysteine kann RNaseT1 unter nativen Bedingungen nicht falten und 
stellt somit ein permanent entfaltetes Proteinsubstrat dar. Unter Hochsalzbedin-
gungen (2 M NaCl) wird jedoch die elektrostatische Abstoßung der Acetyl-
Gruppen soweit abgeschwächt, dass RCM-T1 in seine native Konformation falten 
kann. Somit kann der Isomerasetest ohne Denaturierungsmittelrückstände 
durchgeführt werden. 
a 
b 
c 
Anpassung von PPIasen an die Umwelt 
- 124 - 
 
Die Aktivität aller drei TFs nimmt mit der Reaktionstemperatur zu (Abbildung 
3-39) und EcTF weist unter allen untersuchten Bedingungen die höchste kataly-
tische Effizienz auf. Je niedriger die Temperatur wird, desto ähnlicher werden 
sich allerdings EcTF und PhTF, sodass sie bei 5 °C die Rückfaltung von RCM-T1 
nahezu mit der gleichen Effizienz beschleunigen (Abbildung 3-39a). TmTF zeigt 
selbst bei 25 °C eine Aktivität, die nur knapp oberhalb des Detektionslimits liegt 
(Abbildung 3-39c). 
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse zu TFs aus verschiedenen 
Bakterien, dass die Aktivitäten dieser Faltungshelferenzyme an die Umwelt-
bedingungen angepasst sind. Bei niedrigen Temperaturen ist besonders die 
Katalyse langsamer Schritte der Proteinfaltung wichtig. In P. haloplanktis wird 
ausreichend PPIase-Aktivität erzeugt, sodass PhTF selbst bei niedrigen Tempe-
raturen noch eine gute enzymatische Aktivität aufweist. Zudem ist die Expression 
bei 4 °C stark erhöht. Diese Art der Kälteschockantwort wird eher selten bei 
psychrophilen Organismen beobachtet. Die Chaperonaktivität von PhTF ist 
niedrig und somit auch angepasst an den Lebensraum, da bei niedrigen Tempe-
raturen entfaltete Proteine weniger aggregationsanfällig sind und daher diese 
Aktivität von geringerer Bedeutung ist. 
An Faltungshelfer aus mesophilen Organismen wie E. coli werden komple-
xere Anforderungen gestellt. Unsere Ergebnisse zeigen deutlich, dass EcTF 
Substrate sowohl vor Aggregation schützt, als auch Prolylisomerisierung hoch-
effizient beschleunigt. Die Anpassung von EcTF an gemäßigte Temperaturen 
erfolgt durch eine ausgeprägte Bifunktionalität. Dabei arbeitet EcTF hocheffizient 
als Faltungshelferenzym und gleichzeitig als Prolylisomerase. 
Die Aufgaben für TF aus dem hyperthermophilen Bakterium T. maritima sind 
überschaubarer. Bei hohen Temperaturen laufen Proteinfaltungsreaktionen sehr 
schnell ab. Auch Prolylisomerisierung ist eine stark temperaturabhängige Reak-
tion, die schon bei 50 °C im Bereich weniger Sekunden abläuft. Bei der optimalen 
Wachstumstemperatur von T. maritima (etwa 80 °C) sollte sie daher die Protein-
faltung kaum noch verlangsamen. Gerade bei hohen Temperaturen sind jedoch 
teilgefaltete Proteine extrem aggregationsanfällig. Um den nötigen Schutz zu 
gewährleisten benötigt TmTF folglich sehr gute Chaperoneigenschaften. Durch 
ausgeprägte hydrophobe Oberflächen interagiert TmTF hochaffin mit entfalteten 
Proteinen und bindet diese. Die Ergebnisse aus den Chaperontests deuten an, 
dass durch die Bindung an TmTF die Aggregation aber auch die Faltung von 
Substratproteinen nahezu vollständig verhindert werden. Erst der Transfer von 
gebundenen Substraten zu GroEL/ES führt zur Strukturausbildung hin zur 
nativen Konformation. Für die Aufgaben von TmTF ist die PPIase-Aktivität ver-
mutlich nur  selten notwendig und daher auch nur schwach ausgeprägt. 
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4 Zusammenfassende Diskussion 
Seit langem ist Prolylisomerisierung als möglicher geschwindigkeitsbestim-
mender Schritt der Proteinfaltung bekannt (100). Anfangs galt dabei die Annahme, 
dass jedes Prolin in gefalteten Proteinen eine einheitliche Konformation, cis oder 
trans, einnimmt. In den vergangenen 15 Jahren wurden einige Beispiele dafür 
gefunden, dass einzelne Proline in gefalteten Proteinen sowohl in cis, als auch in 
trans vorliegen können, wodurch eine strukturelle Heterogenität entsteht (112). 
Über die physiologische Bedeutung solcher cis/trans Gleichgewichte an Prolin ist 
allerdings nur wenig bekannt. Seit kurzem werden erste Beispiele dafür 
gefunden, dass Prolylisomerisierung im nativen Zustand nicht nur lokale 
Heterogenitäten in ein Protein einführt, sondern auch weitreichende, strukturelle 
Umlagerungen bewirken kann, die für die Funktion und die Regulation des 
Proteins von großer Bedeutung sind (228). Eines dieser Beispiele ist das Signal-
adapterprotein c-CrkII (116). Überexpression dieses Proteins führt zur Entstehung 
verschiedener Krebsarten (192).  
 
4.1 Prolylisomerisierung als molekulares Gedächtnis bei der 
Regulation von c-CrkII Proteinen 
Für c-CrkII aus dem Huhn wurde bei NMR-Analysen eine Heterogenität an 
Pro238 am Anfang von SH3C beobachtet und vorgeschlagen, dass dessen 
cis/trans Isomerisierung zur Regulation der Proteinaktivität verwendet wird. Das 
aufgestellte Modell beschreibt, dass GgCrkII mit cisPro238 einen geschlossenen, 
autoinhibierten Zustand einnimmt, in dem die beiden SH3-Domänen SH3N und 
SH3C miteinander wechselwirken und dadurch die Ligandenbindestelle auf SH3N 
durch SH3C blockiert wird. Mit transPro238 dagegen liegen die beiden Domänen 
unabhängig voneinander vor und SH3N ist frei zugänglich für Liganden (116, 117). 
Kinetische Faltungsstudien liefern keine Hinweise auf feste Domäneninter-
aktionen in den Proteinen der beiden Spezies Mensch und Huhn. Dies bedeutet, 
dass SH3N und SH3C in SH3N-SH3C keiner thermodynamischen Kopplung unter-
liegen, die beiden Domänen in dem Zweidomänenprotein also nicht vor Ent-
faltung geschützt werden. Dies gilt für die Proteine beider Spezies, Mensch und 
Huhn. 
Es zeigt sich, dass HsSH3N-SH3C mit dem Liganden ähnlich schnell asso-
ziiert wie die isolierte SH3N-Domäne, das Protein also nicht durch die Anwesen-
heit von SH3C inhibiert wird. In GgSH3N-SH3C hingegen läuft die Bindung in zwei 
Phasen ab. Die schnelle Reaktion stimmt dabei mit der Bindung des Liganden 
durch isolierte SH3N überein. Die verlangsamte Phase konnte auf die Anwesen-
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heit von Pro238 zurückgeführt werden und wurde durch die P238A Substitution 
eliminiert. Auf das humane Protein hatte diese Substitution keine Auswirkungen.  
In den Proteinvarianten SH3N-SH3C P238A ist die Gly237-Ala238 Peptid-
bindung in der trans-Konformation arretiert. Daraus folgt, dass die verlangsamte 
Assoziationsreaktion von GgSH3N-SH3C von der cisPro238 Spezies verursacht 
wird. Die cis-Konformation an Pro238 induziert dabei jedoch keinen vollständig 
autoinhibierten Zustand, wie aus NMR-Experimenten vorgeschlagen, sondern 
führt lediglich zu einer niedrig-affinen Form von GgSH3N-SH3C. Im humanen 
Protein liegt Pro238 nahezu ausschließlich in trans-Konformation vor und die 
Ligandenbindestelle auf SH3N ist somit in HsSH3N-SH3C immer zugänglich. 
In SH3N-SH3C aus dem Huhn ist die Bindung von C3G18 an SH3N mit dem 
cis/trans Gleichgewicht an Pro238 in SH3C energetisch gekoppelt. Daher tritt in 
GgSH3N-SH3C eine prolinlimitierte Bindungsphase auf und umgekehrt wird wäh-
rend der Faltung von GgSH3N-SH3C genug Energie bereitgestellt, um C3G18 in 
einer Pro238-abhängigen Reaktion partiell von der Bindungsstelle zu verdrängen. 
Eine derartige Kopplung tritt beim humanen Protein nicht auf. Diese Experimente 
zeigen also, dass c-CrkII aus Mensch und Huhn unterschiedlich reguliert werden. 
Das humane Protein liegt in einem permanent aktiven Zustand mit transPro238 
vor, wohingegen das Protein aus dem Huhn in einem offenen, hoch-affinen 
Zustand (mit transPro238) und einem geschlossenen, niedrig-affinen, aber nicht 
autoinhibierten Zustand (mit cisPro238) vorliegt. Die Faltung von GgCrkII 
begünstigt dabei die cis-Konformation an Pro238, durch Bindung eines Liganden 
wird das Gleichgewicht hin zu transPro238 verschoben. Da beide Formen von 
GgSH3N-SH3C (mit cis und transPro238) mit Liganden wechselwirken können, 
und da im Protein-Ligand-Komplex das cis/trans Gleichgewicht verschoben wird, 
wurde ein Vier-Spezies-Boxmodell vorgeschlagen, um die Interaktion von 
GgCrkII mit Liganden zu beschreiben. 
Interessant ist, dass dies nicht für das humane Protein gilt, obwohl die 
beiden Proteine eine sehr hohe Sequenzhomologie aufweisen. Kreuzvarianten 
an den Resten in SH3C, die sich zwischen den beiden Spezies unterscheiden, 
zeigen, dass der Rest an Position 239, direkt nach dem regulatorisch wichtigen 
Pro238 die Stabilität und die Faltung von SH3C beeinflusst. Durch die I239F 
Substitution konnte in HsSH3C ebenfalls eine cis/trans Heterogenität an Pro238 
erzeugt werden, die jedoch nicht zu einer Pro238-abhängigen Regulation von 
HsCrkII führte. 
Ein weiterer Sequenzunterschied befindet sich an Position 272 (Val im 
Protein aus dem Mensch, Met in dem Protein aus dem Huhn). Kreuzvariationen 
dieses Rests beeinflussten die Stabilität von SH3C nicht, jedoch wurde im 
humanen Protein (HsSH3C V272M) eine Faltungsheterogenität induziert, ähnlich 
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der cis/transPro238-abhängigen Heterogenität in GgSH3C und HsSH3C I239F. 
Dies bedeutet, dass auch mit Ile239 prinzipiell die cis und trans-Konformationen 
an Pro238 zugänglich sind, wenn sich an Position 272 ein Met  befindet. 
Die Kombination der beiden Substitutionen I239F und V272M in HsSH3N-
SH3C führte schließlich dazu, dass sich diese Variante hinsichtlich ihrer Faltung 
und Affinität zu Liganden genauso verhält, wie das Wildtypprotein SH3N-SH3C 
aus dem Huhn. Es konnte also auch im humanen Protein HsSH3N-SH3C eine 
regulatorische Prolylisomerisierung an Pro238 etabliert werden und dabei zwei 
Reste identifiziert werden, die für diese Regulation essentiell notwendig sind. 
Diese Ergebnisse stellen ein neues Beispiel dafür dar, wie ein Signal, das 
durch die Konformation eines spezifischen Prolinrests verursacht wird, über weite 
Strecken innerhalb eines Proteins kommuniziert wird. Ähnliche Beobachtungen 
wurden für das Gen-3-Protein des Phagen fd gemacht, bei dem die Konformation 
eines Prolins an die Interaktionsfläche zwischen zwei Domänen weitergeleitet 
wird. Dies geschieht durch lokale Entfaltung des Linkerbereichs zwischen den 
Domänen, da ein H-Brückennetzwerk aufgebrochen wird, wenn das regulatorisch 
wichtige Prolin in trans-Konformation vorliegt. 
Eine systematische Substitutionsanalyse in dem humanen Protein mit dem 
neu etablierten Prolinschalter (HsSH3N-SH3CPS) gab Aufschluss darüber, wie in 
c-CrkII der isomere Zustand an Pro238 innerhalb von SH3C weitergeleitet wird.  
Die erhaltenen Funktionsdaten wurden auf der Basis der verfügbaren NMR-
Strukturen für GgSH3C interpretiert (117). Es zeigt sich deutlich, dass die Seiten-
kette von Leu234 im Linkerbereich vor Pro238 notwendig ist, um mit dem 
Pyrrolidinring von Pro238 zu interagieren, wenn die Prolylbindung in cis-
Konformation vorliegt. Alle anderen Positionen zwischen 230 und 237 sind nicht 
essentiell für die regulatorische Weiterleitung der Prolylisomerisierung in c-CrkII, 
ändern aber ihre Orientierung im Protein in Abhängigkeit von der Konformation 
der Prolylbindung an Pro238.  
Die cis-Konformation einer Prolylbindung ist intrinsisch instabiler als die 
trans-Konformation und daher kann die cis-Form an Pro238 nur eingenommen 
werden, wenn sie relativ zur trans-Konformation stabilisiert wird. Die Energie, die 
benötigt wird, damit im nativen Zustand von c-CrkII aus dem Huhn cisPro238 
bevorzugt wird, hat verschiedene, molekulare Ursachen. Zunächst muss sich an 
der Position nach Pro238 ein Phe befinden. Dadurch wird zwar die Nettostabilität 
der gesamten SH3C-Domäne verringert, allerdings nimmt der energetische 
Unterschied zwischen cis und transPro238 ab, da vor allem die trans Form 
destabilisiert wird. Somit wird das Gleichgewicht hin zu cisPro238 verschoben. 
Besonders wichtig ist die Interaktion von Leu234 mit dem Pyrrolidinring von 
Pro238, wenn Pro238 in cis-Konformation vorliegt, sowie die Orientierung der 
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Seitenkette von Phe239 (Abbildung 4-1). Beide Reste werden direkt durch die 
Isomerisierung der Prolylbindung an Pro238 beeinflusst. Mit transPro238 zeigt 
der Rest Phe239 ins Innere von SH3C und ist nahezu rechtwinklig zu Trp276 
orientiert, dem zentralen Rest des hydrophoben Kerns dieser Domäne. Die 
aromatische Seitenkette von Phe239 ist sterisch anspruchsvoll und drückt dabei 
den Faltblattstrang, der zu Met272 führt und den Linkerbereich vor Pro238 (230 - 
237) auseinander (Abbildung 4-1), was zusätzlich dadurch begünstigt wird, dass 
die Interaktion zwischen Leu234 und Pro238 aufgehoben wird. Diese beiden 
Bereiche sind wie antiparallele -Stränge H-verbrückt, wenn Pro238 in cis-
Konformation vorliegt (Abbildung 4-1b) und Phe239 dadurch aus der globulären 
Faltung der Domäne herausklappt. Die lokal optimierte Faltung stabilisiert 
vermutlich die Spezies mit cisPro238. Die Gesamtstabilität der SH3C-Domäne ist 
in diesem Zustand jedoch etwas geringer als mit transPro238, die vermutlich 
durch Wechselwirkungen zweier -Elektronensysteme bestimmt wird und daher 
ist in der isolierten Domäne transPro238 gegenüber cisPro238 leicht favorisiert 
mit einem cis/trans Gleichgewicht von etwa 40/60.  
  
Abbildung 4-1: cis/transPro238-abhängiges H-Brückennetzwerk 
Dargestellt sind die Bereiche um Pro238 und um Met272 von GgSH3C mit (a) 
transPro238 (PDB: 2L3Q (117)) und (b) cisPro238 (PDB: 2L3P (117)). Reste vor Met272, 
die variiert wurden sind dunkler, Pro238 und Met272 rot gefärbt. Das Peptidrückgrat 
der variierten Reste ist in schwarz dargestellt. H-Brücken sind als unterbrochene Linien 
eingezeichnet. Die Orientierung der Proteine ist in beiden Teilabbildungen identisch. 
Die Abbildungen wurden mit PyMol erstellt (144). 
Diese Verbrückung von zwei Faltblattsträngen, die in der Aminosäure-
sequenz weit voneinander entfernt sind, erinnert an die -Strangkomplementation 
wie sie bei der Assemblierung bakterieller Pili beobachtet wird. Dabei wird ein -
Strang der Pilusuntereinheit i+1 verwendet, um die Faltung der Untereinheit i zu 
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vervollständigen und dabei die Verlängerung eines Pilus und den Zusammenhalt 
der einzelnen Pilinmoleküle zu ermöglichen (229, 230). 
Im Zweidomänenprotein GgSH3N-SH3C kann SH3C intramolekular mit SH3N 
wechselwirken wenn Pro238 in der cis-Konformation vorliegt wodurch sich die 
beiden SH3-Domänen in GgSH3N-SH3C Pro238-abhängig beeinflussen. Nach 
kurzen Entfaltungspulsen ändern sich die Amplitude und vermutlich auch die 
Rate der Rückfaltung von SH3C in Abhängigkeit des Faltungszustands von SH3N. 
Die Struktur von SH3N wird durch Prolylisomerisierung an Pro238 nicht beein-
flusst und dient somit als Gerüst für die Etablierung intramolekularer Wechsel-
wirkungen. 
Bindungsstudien zeigten, dass insbesondere Substitutionen im Ketten-
bereich, der auf Met272 hinführt, die Domäneninteraktion stören. Für die Varian-
ten V267G, T268G und I270G ist die molekulare Interpretation eingeschränkt, da 
diese Substitutionen die gesamte SH3C-Domäne stark destabilisieren. Die 
Substitution von Lys269 hingegen verändert die Stabilität von SH3C nicht, aber 
schwächt die Domäneninteraktionen stark ab. Entsprechendes gilt für Gln297 am 
C-Terminus der Domäne. 
Zusammen zeigen die Substitutionsanalysen, dass, zusätzlich zu Phe239 
und Met272, der Kettenbereich 267-271 in SH3C, der C-Terminus der Domäne 
und Leu234 im Linkerbereich essentiell wichtig sind, um das cis/trans Isomerisie-
rungssignal von Pro238 an die Substratbindestelle in SH3N zu kommunizieren. 
Diese Interpretationen werden durch die Analyse der wichtigen Resten in dem 
Zweidomänenprotein ergänzt. Dafür wurde die NMR-Struktur von GgSH3N-SH3C 
herangezogen (117), die die Interaktion von SH3N und SH3C mit cisPro238 zeigt 
(Abbildung 4-2). In Übereinstimmung mit den durchgeführten Bindungsstudien 
zeigen besonders die Reste Lys269 und Gln297 ausgeprägte Interaktionen zu 
SH3N. Diese Interaktionen sind so schwach, dass keine gegenseitige Stabili-
sierung der beiden Domänen beobachtet werden konnte. Sie sind jedoch ausrei-
chend, um die Affinität gegenüber Liganden zu verschlechtern. Ebenso die 
Verbrückung des Linkers mit den Resten vor Met272 wird dadurch verdeutlicht 
(vgl. Abbildung 4-1). Wie das Motiv Pro-Glu-Pro (217-219) an der Regulation 
beteiligt ist, kann aus der Struktur jedoch nicht erschlossen werden. 
Doppelmischexperimente zu Faltung und Funktion ermöglichen es Reak-
tionsintermediate zu analysieren und die Raten der Prolylisomerisierung im 
entfalteten Protein, im nativen Zustand, sowie im Protein-Ligand-Komplex  zu 
ermitteln. In Kombination mit kinetischen Simulationen zeigt sich, dass die 
Faltung und die Ligandenbindung in GgCrkII durch ein Sechs-Spezies-Doppel-
boxmodell verknüpft sind (Abbildung 3-24). In allen drei Zuständen (denaturiert, 
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nativ und im Komplex mit Liganden) besteht dabei ein definiertes cis/trans 
Gleichgewicht an Pro238. 
 
Abbildung 4-2: Strukturelle Interpretation der Domäneninteraktion in GgSH3N-SH3C  
Dargestellt ist ein Ausschnitt von GgSH3N-SH3C (PDB: 2L3S (117)) als Linien mit SH3N 
(hellblau), SH3C (hellgrün) und dem Linker (beige). Die analysierten Reste sind als 
Stäbchen gezeigt, besonders wichtige Reste zusätzlich als Kügelchen. Die analysier-
ten Reste sind nach ihrer Wichtigkeit für die Pro238-abhängige Regulation gefärbt, mit  
rot für Pro238 und Met272, violett für Reste die essentiell sind für die Regulation, blau 
für Reste, die für die Gesamtstabilität wichtig sind, dunkelgelb für Reste mit verringer-
ter Gleichgewichtsverschiebung und türkis für Reste, die unwichtig sind für die Regula-
tion. Die Abbildung wurde mit PyMol erstellt (144). 
Im denaturierten Zustand liegt das cis/trans Gleichgewicht bei etwa 11/89, 
die trans-Form ist also stark begünstigt. Nachdem die konformationelle Faltung 
abgeschlossen ist, assoziieren SH3N und SH3C in einer kinetisch nicht auflös-
baren Reaktion miteinander. Durch diese Assoziationsreaktion wird das cis/trans 
Gleichgewicht von 40/60 in der isolierten SH3C-Domäne zu 86/14 im geschlos-
senen Zustand von GgSH3N-SH3C verschoben. Für diese Verschiebung ist eine 
Energie von etwa 4 kJ/mol notwendig, die in Form von beschleunigter Rück-
faltung von SH3C mit cisPro238 in Anwesenheit gefalteter SH3N beobachtet 
werden kann. 
Wie beschrieben ändert sich die Struktur des Linkerbereichs deutlich durch 
Prolylisomerisierung an Pro238. In der Mitte dieses Linkers befindet sich Tyr222, 
das durch die Abelson-Kinase spezifisch phosphoryliert werden kann. Um zu 
überprüfen, ob diese Phosphorylierung in humanem c-CrkII eine regulatorische 
Prolylisomerisierung induziert, wurden die unphosphorylierte und die 
phosphorylierte Form von HsCrkII, sowie die entsprechenden Formen mit der 
P238A Substitution analysiert. Es ergaben sich allerdings keine Hinweise auf 
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eine Kopplung zwischen Phosphorylierung und Prolylisomerisierung. Die 
gleichen Experimente für die Proteine aus dem Huhn zeigten, dass nach Phos-
phorylierung an Tyr222 die Bindung an C3G18 unabhängig von Pro238 verläuft. 
Vermutlich wird c-CrkII hauptsächlich durch Phosphorylierung reguliert. Prolyl-
isomerisierung an Pro238 dient im Protein aus dem Huhn damit als zusätzliche 
Feinregulation im unphosphorylierten Zustand. Die Kombination der dafür nötigen 
Reste Phe239 und Met272 ist einzigartig für das Protein aus dem Huhn. 
 
4.2 p53 als Spezifitätsmodul für mitochondriales Cyclophilin 
Am Beispiel von c-CrkII wurde gezeigt, dass Prolylisomerisierung im nativen 
Zustand eines Proteins eine Regulationsmöglichkeit darstellt, um zwischen zwei 
Zuständen mit unterschiedlicher physiologischer Bedeutung hin- und 
herzuschalten. Davon betroffen ist nicht nur die lokale Umgebung des zu 
isomerisierenden Prolins, sondern es können auch weitreichende strukturelle 
Umlagerungen innerhalb einer Proteindomäne ausgelöst werden, die dann sogar 
in andere Domänen kommuniziert werden können. Neben der Aufgabe als 
Proteinfaltungshelfer, kommt Prolylisomerasen mit zunehmendem Verständnis 
über Prolylisomerisierungen in nativen Proteinen noch eine weitere Bedeutung 
zu. Sie ermöglichen es, dass Signalweiterleitungsprozesse, die durch Prolyliso-
merisierung an- und abgeschaltet werden, in ihrem Zeitverlauf moduliert werden 
können, damit lebende Zellen optimal auf äußere Einflüsse reagieren können. 
In der Matrix von Mitochondrien ist nur eine PPIase bekannt, mCypD, die 
entsprechend in der Lage sein muss, verschiedene Aufgaben gleichzeitig zu 
erfüllen. In dieser Arbeit konnten zwei Aspekte erarbeitet werden, die erklären 
können, wie mCypD die Faltung von Proteinen in der mitochondrialen Matrix 
unterstützt und gleichzeitig eine Schlüsselrolle bei der Regulation der Öffnung 
der mitochondrialen Permeabilitätspore (mPTP) einnimmt. Beides ist nur durch 
die sehr hohe katalytische Aktivität von mCypD möglich (kkat/KM ≥ 4000 mM-1 s-1). 
Dabei differenziert mCypD wahrscheinlich kaum zwischen Substraten, die sich in 
der Größe oder der Aminosäuresequenz um Prolin unterscheiden. In Abwesen-
heit äußerer Stressoren ist die Hauptfunktion von mCypD vermutlich, als 
Proteinfaltungshelfer zu wirken. 
Sind Zellen jedoch oxidativem Stress ausgesetzt, wird cytosolisches p53 in 
die Matrix von Mitochondrien transloziert, um dort Apoptose einzuleiten. Unter 
extremen Bedingungen führt die Anwesenheit von p53 in Mitochondrien sogar zu 
nekrotischem Zelltod, wodurch auch benachbarte Zellen geschädigt werden. 
Histologisch wird Nekrose als Plaque toter Zellen in der Größe mehrerer 
Quadratzentimeter beobachtet. Hauptauslöser von Nekrose nach oxidativer 
Schädigung ist das unkontrollierte Öffnen der mPTP, wodurch erst die Mito-
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chondrien anschwellen und platzen, bevor schließlich die ganze Zelle unkontrol-
liert abstirbt und das Cytoplasma in den Extrazellularraum freigesetzt wird. 
Hier konnte die Interaktion zwischen p53 und mCypD mit gereinigten 
Komponenten in vitro nachvollzogen werden. Es zeigt sich, dass p53 hoch-affin 
und damit gerichtet an mCypD bindet. Da der bekannte Inhibitor CsA durch diese 
Wechselwirkung aus dem aktiven Zentrum von mCypD verdrängt wird, findet die 
Bindung von p53 vermutlich in der Nähe des katalytischen Zentrums statt. Dies 
wird von vorläufigen NMR-Titrationen (durchgeführt in der Gruppe von Professor 
Seeliger) bestätigt, die deutliche Peakverschiebungen am Rand des aktiven 
Zentrums von mCypD zeigen. Die Bindung von p53 an mCypD verringert dabei 
die Aktivität gegenüber einem Proteinsubstrat vollständig, nicht jedoch gegen-
über einem Tetrapeptid. 
Diese Beobachtung führt zu einem Modell, das p53 als Selektivitätsfilter oder 
Spezifitätsmodul für mCypD beschreibt. Die Translokation von p53 in die Matrix 
von Mitochondrien tritt nach Zellschädigung auf und leitet das Absterben der 
Zellen ein. Daher muss mCypD unter diesen Umständen nicht länger als 
Proteinfaltungshelfer wirken. Möglicherweise schirmt p53 das aktive Zentrum von 
mCypD durch hoch-affine Bindung vor einem Großteil der normalen Substrate 
ab. Nur die Substrate, die für die Öffnung der mPTP benötigt werden, können 
weiterhin von mCypD erkannt und umgesetzt werden. Dieses noch spekulative 
Modell wird von der Beobachtung unterstützt, dass die PPIaseaktivität von 
mCypD essentiell ist, um die mPTP zu öffnen. 
Diese Ergebnisse zeigen, wie unterschiedliche Möglichkeiten der Regulation 
von Proteinaktivitäten nach einem Baukastenprinzip kombiniert werden können. 
Eine entscheidende Rolle dabei spielt die subzelluläre Lokalisation eines 
Proteins, die sich, abhängig von den äußeren Umständen ändern kann. Durch 
die Lokalisation von p53 in die mitochondriale Matrix ergibt sich folglich ein neues 
Interaktom und p53 wirkt als allosterischer Inhibitor auf die Faltungshelferfunktion 
von mCypD. Gleichzeitig führt die Inhibition dieser Funktion von mCypD aber 
auch zu einer relativen Aktivierung der mCypD-abhängigen Porenöffnung durch 
die Etablierung einer p53-vermittelten Substratspezifität und -selektivität. 
 
4.3 Die Bedeutung von Prolylisomerasen bei der Anpassung von 
Bakterien an unterschiedliche Lebensräume 
mCypD ist eine kritische Komponente des nekrotischen Zelltods. In einem 
weiteren Teilprojekt dieser Arbeit konnte gezeigt werden, wie PPIasen auch das 
Überleben von Zellen unter extremen Bedingungen sicherstellen. Dazu wurde in 
Zusammenarbeit mit der Gruppe von Prof. Dr. Georges Feller die Anpassung der 
prokaryotischen PPIase Triggerfaktor (TF) an unterschiedliche Lebensbe-
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dingungen untersucht. TF ist ein Dreidomänenprotein und aus einer 
Ribosomenbindedomäne, einer Chaperondomäne und einer PPIase-Domäne 
vom FKBP-Typ aufgebaut. Alle drei Domänen sind dabei notwendig, um die 
Funktionalität von TF zu gewährleisten. Durch die Bindung an Ribosomen ist TF 
in Bakterien das erste Chaperon, das mit neusynthetisierten Proteinen interagiert. 
Diese Bindung an entfaltete Proteine und die PPIase-Aktivität weisen unter-
schiedliche Charakteristika auf, die dem jeweiligen Lebensraum angepasst sind.  
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse zur Anpassung von TF an die 
natürlichen Lebensbedingungen, dass bei niedriger Temperatur besonders die 
PPIase-Aktivität, weniger die Chaperonaktivität wichtig ist. Unter moderaten 
Bedingungen ist es für Bakterien notwendig Aggregation zu unterdrücken und 
produktive Faltung durch die Beschleunigung langsamer Faltungsreaktionen zu 
fördern. Diese beiden Eigenschaften sind in TF aus E. coli vereint und machen 
das Enzym daher zu einem effizienten, bivalenten Faltungshelferprotein. Bei 
hohen Temperaturen dagegen kommt dem Schutz vor Aggregation die größte 
Bedeutung zu. TF aus T. maritima bietet diesen Schutz durch feste Bindung ent-
falteter Proteine, bevor diese an GroEL/ES weitergegeben werden, um in 
dessem Inneren falten zu können. 
 
4.4 Zusammenfassende Schlussfolgerungen 
Über die allosterische Regulation von Proteinen ist viel bekannt und an 
Modellsystemen konnten unterschiedliche Mechanismen auf molekularer Ebene 
erklärt werden. Das wohl bekannteste Lehrbuchbeispiel ist Hämoglobin. Die 
Interaktion einer Untereinheit mit O2 löst dabei Strukturumlagerungen in den 
anderen drei Untereinheiten aus, die dadurch von der niedrig-affinen, gespannten 
Form (tense, T-Zustand)  in die hoch-affine, entspannte Form (relaxed, R-
Zustand) übergehen. 
Die vorliegende Arbeit zeigt, wie Prolylisomerisierung als molekulares 
Gedächtnis bei der allosterischen Regulation von Proteinen verwendet werden 
kann. Durch die Interaktion mit Bindungspartnern wird in dem Signaladapter-
protein c-CrkII aus dem Huhn das Gleichgewicht von dem T-Zustand (mit cisPro) 
in einer prolinabhängigen Reaktion hin zu dem hoch-affinen R-Zustand (mit 
transPro) verschoben. Selbst nachdem das ursprüngliche Eingangssignal wieder 
abgebaut wurde, erinnert sich das Protein noch daran und bleibt für eine gewisse 
Zeit in dem R-Zustand. Die Signalkaskade wird also weiterhin aufrecht erhalten 
und erst durch die intrinsisch langsame trans→cis Isomerisierung an einem 
spezifischen Prolin abgeschaltet, wobei das Protein wieder in den T-Zustand 
übergeht. Dieser Zustand wird in GgCrkII durch die an Pro238 gekoppelte 
Umstrukturierung des hydrophoben Kerns der C-terminalen SH3-Domäne stabili-
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siert, da nur durch diese veränderte Domänenfaltung intramolekulare Wechsel-
wirkungen zur N-terminalen SH3-Domäne etabliert werden können. Diese 
diffizilen Unterschiede im Faltungszustand des R- und des T-Zustands werden im 
Wesentlichen durch veränderte H-Brückennetzwerke erreicht und sind ausrei-
chend um das cis/trans Gleichgewicht an Pro238 in Richtung der energetisch 
ungünstigen cis-Konformation zu verschieben. 
Nicht immer ist Prolylisomerisierung im nativen Zustand von Proteinen mit 
diesem Gedächtniseffekt verknüpft. Um prolinabhängige Strukturveränderungen 
von der intrinsisch langsamen Rotation um eine partielle Doppelbindung zu 
entkoppeln, gibt es in der Natur eine Vielzahl von Enzymen, die diese Reaktion 
beschleunigen. Es wurde gezeigt, dass diese Enzyme als Faltungshelferproteine, 
sowie als Helfer bei der Regulation von Proteinen wirken können. Die Faltungs-
helferfunktionen sind dabei an die jeweiligen Umweltbedingungen angepasst und 
unterscheiden sich stark zwischen psychrophilen und hyperthermophilen Orga-
nismen. Wirken PPIasen regulatorisch auf andere Proteine, so müssen die 
Enzyme selbst reguliert werden. Es konnte gezeigt werden, dass dabei verschie-
dene Regulationsmöglichkeiten wie einzelne Module kombiniert werden können. 
So fungiert in Mitochondrien p53 vermutlich als Spezifitätsmodul für mCypD. 
Zusammenfassend gibt diese Arbeit Einblicke auf molekularer Ebene, wie 
Prolyl-cis/trans-Isomerisierung verwendet werden kann, um die Aktivität von 
Proteinen durch weitreichende, strukturelle Umorganisationen und das Auf-
brechen intramolekularer Wechselwirkungen zu regulieren. Davon sind haupt-
sächlich lokale H-Brückennetzwerke betroffen, die einen großen Beitrag zur 
Energetik und Kinetik der Proteinfaltung leisten. An der Regulation durch Prolyl-
isomerisierung im nativen Zustand eines Proteins können auch Prolylisomerasen 
beteiligt sein, die wiederum selbst Teil eines großen Regulationsnetzwerks sind. 
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5 Zusammenfassung 
Das proto-onkogene Signaladapterprotein c-CrkII ist modular aus drei 
Domänen aufgebaut, SH2-SH3N-SH3C. NMR-Analysen zeigten, dass Pro238 in 
c-CrkII aus dem Huhn sowohl in cis als auch in trans Konformation vorliegen 
kann. Es wurde vorgeschlagen, dass diese konformationelle Heterogenität ver-
wendet wird, um die Affinität gegenüber Liganden zu regulieren. Im Rahmen 
dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob ein derartiges cis/trans Gleichgewicht 
auch in dem homologen Protein aus dem Mensch existiert. 
Durch die Analyse der Faltung und der Interaktion mit einem Peptidliganden 
konnte gezeigt werden, dass c-CrkII aus Mensch und Huhn unterschiedlich regu-
liert werden. Das humane Protein liegt permanent aktiv vor und die beiden SH3-
Domänen interagieren nicht miteinander. In c-CrkII aus dem Huhn dagegen exis-
tieren zwei distinkte Zustände, die von der Konformation der Prolylbindung an 
Pro238 abhängen. Mit transPro238 liegt GgCrkII aktiv vor und SH3N bindet 
Liganden mit hoher Affinität, mit cisPro238 dagegen interagiert SH3C mit SH3N 
und verringert dadurch die Affinität für nachgelagerte Interaktionspartner. Aller-
dings stellt diese Form keinen vollständig autoinhibierten, sondern eher einen 
niedrig-affinen Zustand dar. 
In einer Substitutionsanalyse konnte dieses unterschiedliche Bindungsver-
halten auf zwei Sequenzunterschiede zwischen den Proteinen der beiden 
Spezies zurückgeführt werden. Durch die simultane Substitution der Reste Ile239 
und Val272 (im humanen Protein) durch Phe und Met (wie im Protein aus dem 
Huhn) konnte auch in HsCrkII ein Pro238-abhängiges Bindungsverhalten 
etabliert werden. 
Mit einer weiteren Serie von Aminosäureaustauschen in dem humanen 
Protein mit dem artifiziellen Prolinschalter konnten Reste identifiziert werden, die 
notwendig sind, damit SH3N und SH3C in Abhängigkeit der Konformation an 
Pro238 miteinander interagieren. Das Signal, das durch die Isomerisierung an 
Pro238 generiert wird, wird sowohl in den Linker hin zu SH3N als auch zu Met272 
in SH3C weitergeleitet. Diese intramolekulare Signaltransduktion wird dabei durch 
die veränderten sterischen Ansprüche der cis und der trans Prolylbindung an 
Pro238 bestimmt. Zum einen wird dadurch Leu234, das cisPro238 direkt kontak-
tiert, im transPro238 Zustand von der jetzt anders orientierten Prolylbindung 
selbst verdrängt. Dies führt zu einer Auflockerung des Linkerbereichs vor Pro238. 
Dadurch entsteht genug Freiraum, damit Phe239 in das Innere von SH3C 
klappen kann und dort Druck auf Val267 ausübt. Dieses Val befindet sich am 
Anfang des -Stranges, der zu Met272 führt und der Phe239-induzierte Druck 
wird vermutlich entlang dieses Faltblattes zu Met272 propagiert. Dass das 
lösungsmittelexponierte Met272 an der Spitze einer Schleife zwischen zwei Falt-
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blattsträngen notwendig ist, damit c-CrkII prolinabhängig reguliert wird, wurde 
gezeigt. Es bleibt allerdings unklar, warum diese Art der Regulation mit Val272 
anstelle von Met nicht möglich ist. 
Durch detaillierte, kinetische Analysen konnte die Energetik der regulato-
rischen Prolylisomerisierung in GgCrkII aufgeklärt werden. Mit Doppelmisch-
experimenten war es möglich die Faltung mit der Funktion von c-CrkII zu ver-
knüpfen. Dabei konnten die mikroskopischen Raten der Prolylisomerisierung im 
entfalteten Protein, im nativen Zustand, sowie im Protein-Ligand-Komplex 
bestimmt werden. In Kombination mit kinetischen Simulationen wurde gezeigt, 
dass der Faltungsprozess und schwache Domäneninteraktionen genug Energie 
aufbringen, um das cis/trans Gleichgewicht an Pro238 von 11/89 im entfalteten 
Protein zu 86/14 im nativen Protein zu verschieben. Durch die Bindung eines 
Liganden wird dieses Gleichgewicht zu 41/59 verschoben. Es findet dabei keine 
lokale Entfaltung statt, sondern die beiden SH3-Domänen liegen vielmehr 
entkoppelt vor, wie zwei unabhängige Proteine. Die Re-Isomerisierung an Pro238 
bestimmt dabei die Lebensdauer des offenen, hoch-affinen Zustands von GgCrkII 
und wirkt somit als molekulares Gedächtnis der Regulation. 
Die zweite Möglichkeit der Regulation von c-CrkII beruht auf spezifischer 
Tyrosinphosphorylierung, insbesondere an Tyr222 im Linkerbereich zwischen 
den beiden SH3-Domänen. Durch die Analyse der Faltung und der Stabilität der 
in vitro phosphorylierten Proteinen, sowie der Interaktion von Liganden mit SH3N 
konnte gezeigt werden, dass Phosphorylierung und Prolylisomerisierung zwei 
unabhängige Regulationsmechanismen für c-CrkII darstellen. Die Proteine aus 
dem Mensch und aus dem Huhn unterscheiden sich dabei nicht. 
Prolylisomerisierung ist eine intrinsisch langsame Reaktion und es existieren 
viele Enzyme, die diese Umlagerung beschleunigen und dadurch an der Regula-
tion von Proteinaktivitäten beteiligt sind. Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, 
wie die mitochondriale Prolylisomerase mCypD durch die gerichtete Interaktion 
mit p53 reguliert wird. Diese Regulation ist notwendig, um die mitochondriale 
Permeabilitätspore zu öffnen, was schließlich zu Nekrose führt. Durch die 
Bindung von p53 an mCypD in der Nähe des aktiven Zentrums zeigt mCypD eine 
ausgeprägte Substratspezifität. p53 wirkt dabei als allosterischer Inhibitor der 
generellen Proteinfaltungshelferfunktion von mCypD und aktiviert das Enzym 
gleichzeitig für Substrate, die zur Porenöffnung notwendig sind. 
Am Beispiel des Triggerfaktors konnte erarbeitet werden, wie Prolylisome-
rasen an der Anpassung von Bakterien an extreme Lebensbedingungen beteiligt 
sind. Es wurde gezeigt, dass bei niedrigen Temperaturen besonders die 
Prolylisomeraseaktivität wichtig ist. Unter moderaten Bedingungen übt 
Triggerfaktor zwei Funktionen aus. Neben der hohen Aktivität als Prolylisomerase 
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wird auch die Aggregation von Proteinen verhindert. Diese beiden Funktionen 
sind in Triggerfaktor aus E. coli vereint. Bei hohen Temperaturen ist Prolyliso-
merisierung so stark beschleunigt, dass sie keinen geschwindigkeitsbestim-
menden Schritt der Proteinfaltung mehr darstellt. Daher ist die Prolylisomerase-
aktivität von Triggerfaktor aus dem hyperthermophilen Organismus T. maritima 
nur schwach ausgeprägt, dagegen ist das Enzym aber in der Lage die Aggre-
gation von Proteinen hocheffizient zu verhindern. 
Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, wie 
Prolylisomerisierung im nativen Zustand von Proteinen verwendet werden kann, 
um durch weitreichende, strukturelle Umlagerungen die Aktivität eines Proteins 
zu regulieren. An den Beispielen von mitochondrialem Cyclophilin und 
bakteriellem Triggerfaktor wurde zudem erarbeitet, wie Prolylisomerasen an der-
artigen, regulatorischen Prozessen beteiligt sein können und dabei sicherstellen, 
dass lebende Zellen schnell auf äußere Einflüsse reagieren können.  
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6 Summary 
c-CrkII is a proto-oncogenic three-domain signal adapter protein that consists 
of a SH2-domain followed by two SH3-domains (SH3N and SH3C). NMR-studies 
revealed a cis/trans heterogeneity at Pro238 at the beginning of SH3C in the 
protein from chicken, and it was suggested that isomerization at this residue is 
used to regulate the affinity of SH3N towards ligands. The aim of this work was to 
investigate if the same mechanism is used by the homologous human protein. 
Analysis of the folding process and the association with a peptide ligand 
showed that c-CrkII proteins from human and chicken are regulated differently. 
While human c-CrkII is permanently active and the two SH3-domains show no 
interactions, the protein from chicken adopts two distinct states. With transPro238 
GgCrkII exists in an open state and SH3N is accessible for ligands. In contrast the 
affinity for ligands is reduced but not abolished with cisPro238 due to weak 
domain interactions between SH3N and SH3C. 
This different behavior of the two proteins could be traced back to two amino 
acid differences. Simultaneous substitutions of Ile239 and Val272 (in human c-
CrkII) by Phe and Met (from chicken c-CrkII) led to the same Pro238-dependent 
binding characteristics in human c-CrkII as observed for the wild type protein 
from chicken. 
Another series of amino acid substitutions in the human protein with the 
artificially established proline switch was able to identify further residues that are 
necessary for the interaction between SH3N and SH3C in a Pro238-dependent 
manner. Isomerization at Pro238 generates a signal that is communicated into 
the linker towards SH3N as well as to Met272 in SH3C. This intramolecular signal 
transduction is explained best by the different steric requirements of the cis and 
the trans conformer of the prolyl bond itself. The transPro238 bond prohibits 
direct contact of Leu234 with the pyrrolidin ring. This perturbs the contact area 
between the linker and SH3C and allows Phe239 to flip into the hydrophobic core 
of the domain. In this state the aromatic ring of Phe239 exhibits pressure on 
Val267 at the beginning of a -strand leading to Met272, thus communicating the 
isomeric signal along this -strand to Met272. The molecular reason for the 
necessity of Met at the tip of a solvent exposed loop for the Pro238-dependent 
regulation of c-CrkII remains elusive. 
 The energetics of this regulatory prolyl isomerization in GgCrkII could be 
resolved by a detailed, kinetic analysis. A set of double-mixing experiments was 
performed to link the folding state of c-CrkII to its biological function. The micro-
scopic rate constants of prolyl isomerization at Pro238 in the denatured protein, 
the native protein and the protein-ligand-complex were determined and used in 
subsequent kinetic simulations. It was shown that the process of protein folding 
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and weak domain interactions provide enough energy to shift the cis/trans equi-
librium at Pro238 from 11/89 in the denatured state to 86/14 in the native protein. 
Upon ligand binding the equilibrium is shifted to 41/59. In the trans state the two 
SH3-domains are disengaged and act as two independent entities. The lifetime of 
this open state is determined by the slow trans→cis re-isomerization at Pro238. 
This reaction thereby functions as a molecular memory during the regulation of 
GgCrkII. 
The second regulatory mechanism of c-CrkII occurs via specific tyrosine 
phosphorylation, in particular at Tyr222 in the linker between the two SH3-
domains. This phosphorylated Tyr binds intramolecularly to SH2 and inhibits sig-
nal uptake. Analysis of the folding and ligand binding of the in vitro phosphory-
lated proteins to SH3N revealed that phosphorylation and prolyl isomerization 
regulate the function of c-CrkII independently. The phosphorylated proteins from 
man and chicken show the same behavior. 
Prolyl isomerization is an intrinsically slow process and many enzymes 
accelerate this reaction. At the same time they are involved in the regulation of 
protein function. In a further part of this work the interaction of mitochondrial 
Cyclophilin (mCypD) and p53 was characterized. Binding of p53 to mCypD is 
necessary to open the mitochondrial permeability transition pore (mPTP) and to 
trigger necrosis. p53 specifically binds to mCypD in the vicinity of the active site 
leading to a pronounced substrate specificity of the enzyme. The results of this 
work point to a bivalent function of p53 in the matrix of mitochondria. As an allo-
steric inhibitor, p53 suppresses the role of mCypD as a protein folding helper. At 
the same time it appears to activate the enzyme for substrates that are crucial for 
opening of the mPTP. 
Another prolyl isomerase, trigger factor, was used to analyze the role of 
these enzymes in the adaptation of bacteria to different temperatures. At low 
temperatures the activity as prolyl isomerase is very important. With increasing 
temperature trigger factor also has to repress protein aggregation. This results in 
the dual function of trigger factor from E. coli that combines a highly active prolyl 
isomerase domain with a chaperone domain that effectively reduces protein 
aggregation. The rate of prolyl isomerization increases with temperature and 
therefore is no longer a rate limiting step during protein folding at temperatures 
higher than 60 °C. Accordingly, trigger factor from the hyperthermophilic 
bacterium T. maritima shows virtually no activity as prolyl isomerase but 
suppresses protein aggregation completely. 
Together the data from this work show how native-state prolyl isomerization 
can be used to induced long-range structural changes and how such conforma-
tional reorganizations can be employed to regulate protein function. Additionally, 
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the present study provides evidence for the involvement of prolyl isomerases in 
the modulation of this regulatory mechanism. This large class of enzymes 
ensures that living cells can respond to changes in their environment in a time 
controlled manner. 
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7 Anhang 
7.1 Unterstützende Abbildungen 
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Abbildung A 1: Bindung von C3G18 an SH3N-SH3C bei 4,5 °C 
Exemplarische Assoziationskinetiken und der Kurvenangleich mit Exponentialfunktio-
nen von 6 µM C3G18 mit 0,5 µM SH3N-SH3C (schwarz) und SH3N-SH3C P238A (rot) 
sind für die humanen (a) und die Protein aus dem Huhn (b) aufgetragen. (c) und (d) 
zeigen die Abhängigkeit der Assoziationsgeschwindigkeit von der Peptidkonzentration 
für jeweils das menschliche und das Hühnerprotein mit SH3N (offene Quadrate), SH3N-
SH3C (ausgefüllte Quadrate) und der P238A Varianten in rot. Die durch cisPro238 
verlangsamte Phase ist durch ausgefüllte Kreise dargestellt. Lineare Regression ergibt 
kon (µM-1 s-1) und koff (s-1). Diese Werte sind in Tabelle A 2 zusammengefasst. 
Gemessen wurde mit je 0,5 µM Protein in 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4, 4,5 °C und 
aufsteigender Peptidkonzentration. Die integrale Fluoreszenz oberhalb von 320 nm 
wurde nach Anregung bei 295 nm aufgezeichnet. Alle Messungen wurden mindestens 
achtmal unter identischen Bedingungen durchgeführt und gemittelt. 
a b 
c d 
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Abbildung A 2: Bindung von C3G18 an c-CrkII 
Aufgetragen sind die apparenten Raten der Assoziation von C3G18 an das 
Volllängenprotein c-CrkII aus dem Menschen (offene Quadrate) und aus dem Huhn 
(ausgefüllte Quadrate), sowie die jeweiligen Varianten P238A (rot). Gemessen wurde 
mit je 0,5 µM Protein in 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4, 15 °C und aufsteigender 
Peptidkonzentration. Die integrale Fluoreszenz oberhalb von 320 nm wurde nach 
Anregung nach 295 nm detektiert. Durch lineare Regression an die Ratenkonstanten 
wurden kon und koff bestimmt (Tabelle 3-2). 
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Abbildung A 3: Stabilität der isolierten SH3C-Domäne mit unterschiedlicher Linkerlänge 
Dargestellt sind die relativen Signaländerungen bei der Entfaltung durch GdmCl für (a) 
Hs233SH3C (offene Quadrate), Hs234SH3C* (offene Dreiecke), Hs235SH3C* (offene 
Rauten), Hs236SH3C* (ausgefüllte Kreise), Hs237SH3C* (ausgefüllte Quadrate), 
Hs238SH3C P238A (ausgefüllte Dreiecke) und Hs240SH3C (ausgefüllte Rauten), für (b) 
Hs229SH3C* (offene Kreise), Hs229SH3C P230A P232A (ausgefüllte Kreise), 
Hs239SH3C (offene Quadrate) und Hs239SH3C I239G (ausgefüllte Quadrate) und für 
(c) Gg200SH3C (offene Quadrate), Gg233SH3C (offene Kreise) und Gg237SH3C (offene 
Dreiecke). (*) zeigt an, dass die jeweilige Variante von Tatjana Theer im Rahmen ihrer 
Bachelorarbeit analysiert wurde. Durch Analyse der Daten nach einem Zwei-Zustands-
Modell wurde die Stabilität bestimmt (Tabelle 3-3). Alle Experimente wurden mit 0,5 µM 
Protein in 100 mM Kaliumphosphat, 0 – 5 M GdmCl, pH 7,4 bei 15 °C durchgeführt 
(Anregung 280 nm, Emission 330 nm). In (d) ist die Korrelation des 
Übergangsmittelpunkts [GdmCl]M mit der Linkerlänge (dargestellt als die erste Position 
der jeweiligen Proteinvariante) aufgetragen.  
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Abbildung A 4: Raten der Entfaltung oder Ligandenbindung nach unterbrochener 
Rückfaltung 
Aufgetragen sind die Raten der Entfaltung als Funktion der Rückfaltungsdauer (vgl. 
Abbildung 3-20) für (a) HsSH3N-SH3C und (b) GgSH3N-SH3C. Die Varianten P238A sind 
in rot dargestellt. Die apparente Rate der Assoziation mit 2 µM C3G18 nach definierten 
Rückfaltungsdauern (vgl. Abbildung 3-21) ist aufgetragen für (c) HsSH3N, (d) GgSH3N, 
(e) HsSH3N-SH3C, sowie für (f) GgSH3N-SH3C und GgSH3N-SH3C P238A (rot). Alle 
Versuche wurden ausgehend von vollständig denaturiertem Protein durchgeführt. Die 
Fluoreszenzänderung von 0,5 µM Protein in 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4 bei 15 °C 
wurde oberhalb von 320 nm aufgezeichnet (Anregung bei 280 nm für 
Faltungsexperimente, Anregung bei 295 nm für Bindungsstudien). 
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Abbildung A 5: Raten der Rückfaltung nach unterbrochener Entfaltung bei pH 7,4 
Gezeigt sind die Raten der aufgezeichneten Rückfaltungsreaktionen nach definierten 
Entfaltungsdauern für (a) HsSH3N, (b) GgSH3N, (c) HsSH3C, (d) GgSH3C, (e) HsSH3N-
SH3C und (f) GgSH3N-SH3C (vgl. Abbildung 3-22 und Abbildung 3-23a und b). 
Ergebnisse für die Varianten P238A sind immer in rot dargestellt. Raten für SH3N sind 
als Quadrate, für SH3C als Kreise dargestellt. Die Rückfaltungsraten von GgSH3C mit 
cisPro238 sind als Dreiecke gezeigt. Alle Versuche wurden mit einer finalen 
Proteinkonzentration von 0,5 µM in 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4 bei 15 °C 
durchgeführt. Für jede Entfaltungsdauer wurden mindestens acht Messungen unter 
identischen Bedingungen durchgeführt und gemittelt (Anregung 280 nm, Emission 
oberhalb von 320 nm). 
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Abbildung A 6: Analyse der Rückfaltung nach unterbrochener Entfaltung bei pH 2,0 
In (a) sind die Raten (oben) und die Amplituden (unten) der Rückfaltung von GgSH3N 
als Funktion der Entfaltungsdauer gezeigt, in (b) die entsprechenden Ergebnisse für 
GgSH3C und GgSH3C P238A (rot). Die Rückfaltungsreaktion der Spezies mit cisPro238 
ist dabei durch Dreiecke dargestellt. Die Auswertungen der Amplitudenverläufe sind in 
Tabelle A 6 zusammengefasst Die Raten der Rückfaltung nach definierten 
Entfaltungsdauern für die Zweidomänenproteine (vgl. Abbildung 3-23c und d) sind für 
(c) HsSH3N-SH3C und (d) GgSH3N-SH3C aufgetragen als Quadrate (für SH3N) und 
Kreise (für SH3C) mit den Ergebnissen für die P238A Variante in rot. Der 
Entfaltungspuls wurde bei diesem Experiment in 100 mM Glycin, 3 M GdmCl, pH 2 bei 
15 °C durchgeführt. Die Kinetik der Rückfaltung von 0,5 µM Protein in 100 mM 
Kaliumphosphat, 0,48 M GdmCl, pH 7,4 bei 15 °C wurde als integrale Fluoreszenz 
oberhalb von 320 nm aufgezeichnet (Anregung bei 280 nm). Für jede Entfaltungsdauer 
wurden mindestens acht Messungen unter identischen Bedingungen durchgeführt und 
gemittelt. 
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Abbildung A 7: Auftragung der Raten der Experimente um den cisPro238 Anteil im 
nativen Protein und im Protein-Ligand-Komplex zu bestimmen 
Gezeigt sind (a) die Raten der Pro238-limitierten Bindung von C3G18 an 1 µM GgSH3N-
SH3C (in 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4 bei 15 °C, Anregung 295 nm, Emission 
336 nm) als Funktion der C3G18-Konzentration (vgl. Abbildung 3-25a), sowie (b) die 
Raten der Rückfaltung von 0,5 µM GgSH3N-SH3C (Variante P238A in rot) in 100 mM 
Kaliumphosphat, 0,5 M GdmCl, pH 7,4 bei 15 °C nach Sättigung mit C3G18 und 
Entfaltungspulsen in 100 mM Glycin, 3 M GdmCl, pH 2 bei 15 °C (vgl. Abbildung 3-25b). 
Die Raten für SH3N sind als Quadrate, für SH3C als Kreise dargestellt. 
 
a b 
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Abbildung A 8: Stabilität und Aktivität der katalytisch inaktiven Varianten von mCypD 
Die thermisch induzierte Entfaltung von mCypD (ausgefüllte Kreise, TMapp = 50,2 °C), 
mCypD R68G (offene Quadrate, TMapp = 41,0 °C) und mCypD H139Q (offene Dreiecke, 
TMapp = 46,8 °C) ist in (a) gezeigt. Die Entfaltung wurde über die Änderung des CD-
Signals bei 222 nm gemessen. Da die Denaturierung nicht reversibel verläuft, können 
lediglich apparente Übergangsmittelpunkte TMapp angegeben werden. Die Rate der 
Prolylisomerisierung in Abz-AFPF-pNA (Quadrate) und in LP-N2 (Kreise) in 
Anwesenheit zunehmender Konzentration an Enzym ist aufgetragen für (b) mCypD 
R68G und (c) mCypD H139Q. Die Aktivität wurde in 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4 
bei 15 °C bestimmt. kkat/KM wurde durch lineare Regression ermittelt (Tabelle 3-6).  
 
b c 
a 
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7.2 Unterstützende Tabellen 
Tabelle A 1: Parameter aus den Faltungskinetiken 
 Proteinvariante Domäne kNU (s-1) mNU (M-1) kUN (s-1) mUN (M-1) [GdmCl]M (M) G15 °C (kJ mol-1) m (kJ mol-1 M-1) T 
H
om
o sapiens 
isolierte SH3N 0,0027 0,77 2,89 -2,97 1,87 16,71 8,96 0,80 
isolierte SH3C 0,0465 1,04 19,95 -2,70 1,62 14,52 8,97 0,72 
isolierte SH3C P238A 0,0573 1,05 23,22 -2,93 1,51 14,38 9,52 0,74 
isolierte SH3C I239F 
0,2231 0,90 47,33 -3,29 1,28 12,83 10,02 0,79 
0,1707 0,98 4,17 -1,91 1,11 7,66 6,93 0,66 
isolierte SH3C V272M 
0,0709 0,94 14,50 -2,07 1,77 12,75 7,22 0,69 
0,0525 1,02 3,62 -2,03 1,39 10,14 7,31 0,66 
isolierte SH3C I239F V272M
0,1754 1,07 32,70 -2,79 1,35 12,53 9,25 0,72 
0,2103 1,01 6,23 -3,09 0,83 8,12 9,83 0,75 
SH3N-SH3C          
wt 
SH3N 0,0026 0,69 1,82 -2,44 2,09 15,69 7,51 0,78 
SH3C 0,0291 1,17 17,47 -2,52 1,74 15,33 8,83 0,68 
P238A 
SH3N 0,0022 0,73 2,31 -2,54 2,13 16,67 7,83 0,78 
SH3C 0,0979 0,89 19,38 -2,66 1,49 12,67 8,50 0,75 
I239F 
SH3N 0,0025 0,69 2,54 -2,75 2,01 16,58 8,24 0,80 
SH3C 0,3216 0,81 42,10 -3,46 1,14 11,68 10,23 0,81 
V272M 
SH3N 0,0015 0,79 1,83 -2,51 2,16 17,03 7,90 0,76 
SH3C 0,0611 0,93 30,82 -3,15 1,53 14,91 9,77 0,77 
I239F V272M 
SH3N 0,0010 0,90 1,67 -2,38 2,26 17,77 7,86 0,73 
SH3C 0,1372 1,05 23,05 -2,58 1,41 12,28 8,70 0,71 
P238A I239F V272M 
SH3N 0,0016 0,85 1,44 -2,57 1,99 16,30 8,18 0,75 
SH3C 0,1560 1,14 32,35 -2,95 1,31 12,78 9,79 0,72 
 
Fortsetzung auf der nächsten Seite 
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Fortsetzung von Tabelle A 1 
 Proteinvariante Domäne kNU (s-1) mNU (M-1) kUN (s-1) mUN (M-1) [GdmCl]M (M) G15 °C (kJ mol-1) m (kJ mol-1 M-1) T 
G
allus gallus 
isolierte SH3N 0,0039 0,83 2,69 -2,64 1,88 15,66 8,31 0,76 
isolierte SH3C 
0,1957 0,94 40,50 -3,17 1,30 12,77 9,87 0,71 
0,1925 0,95 5,67 -3,17 0,82 8,13 9,88 0,77 
isolierte SH3C P238A 0,2694 0,96 58,88 -3,92 1,11 12,91 11,68 0,80 
isolierte SH3C F239I 
0,0406 1,07 17,95 -2,67 1,63 14,59 8,96 0,71 
0,0375 1,10 4,26 -1,89 1,58 11,34 7,16 0,63 
isolierte SH3C M272V 
0,1791 0,98 43,45 -3,03 1,37 13,16 9,61 0,76 
0,1616 1,00 16,03 -3,03 1,14 11,01 9,66 0,75 
isolierte SH3C F239I M272V 0,0353 1,10 13,44 -2,33 1,73 14,24 8,22 0,68 
SH3N-SH3C          
wt 
SH3N 0,0052 0,74 2,03 -2,55 1,82 14,29 7,87 0,78 
SH3C 0,1928 0,97 43,60 -3,32 1,26 12,99 10,28 0,78 
P238A 
SH3N 0,0050 0,74 4,21 -3,21 1,71 16,14 9,45 0,81 
SH3C 0,2159 1,01 42,93 -3,37 1,21 12,68 10,49 0,77 
F239I 
SH3N 0,0045 0,78 2,07 -2,50 1,87 14,69 7,86 0,76 
SH3C 0,0581 0,94 27,37 -2,98 1,57 14,75 9,38 0,76 
M272V 
SH3N 0,0026 0,93 1,62 -2,45 1,91 15,42 8,09 0,73 
SH3C 0,1717 0,96 43,39 -3,59 1,21 13,25 10,94 0,79 
F239I M272V 
SH3N 0,0018 1,02 2,10 -2,69 1,90 16,91 8,89 0,73 
SH3C 0,0361 1,08 16,65 -2,55 1,69 14,69 8,68 0,70 
Alle Parameter aus den Faltungsanalysen aus 3.1.1 sind in Tabelle A 1 zusammengefasst. Die jeweilige Spezies, die Proteinvariante und die 
jeweilige Domäne sind angegeben. Aus den Chevron-Auftragungen wurden die mikroskopischen Raten der Ent- (kNU) und Rückfaltung (kUN) in 
Abwesenheit von Denaturierungsmittel sowie die dazugehörigen Kooperativitätsparameter (mNU, mUN) berechnet. Daraus ergeben sich der 
kinetische Kooperativitätsparameter m, die freie Enthalpie der Entfaltung bei 15 °C G15 °C, die GdmCl-Konzentration am Übergangsmittelpunkt 
[GdmCl]M und der Tanford-Wert T als Maß für die Lösungsmittelzugänglichkeit des Übergangszustandes. 
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Tabelle A 2: Parameter der Ligandenbindung bei 4,5 °C 
 Proteinvariante kon (µM-1 s-1) koff (s-1) koff/kon (µM) 
H
om
o 
sapiens 
isolierte SH3N 69 ± 3 20 ± 15 0,29 
SH3N-SH3C 46 ± 2 16 ± 10 0,34 
P238A 46 ± 3 29 ± 15 0,62 
G
allus gallus 
isolierte SH3N 52 ± 1 25 ± 8 0,49 
SH3N-SH3C 
51 ± 3 24 ± 15 0,46 
6,9 ± 0,7 25 ± 7 3,68 
P238A 33 ± 2 25 ± 9 0,77 
In Tabelle A 2 sind die Parameter aus den Bindungsstudien bei 4,5 °C (Abbildung A 1) 
zusammengefasst. Die Spezies und die jeweilige Proteinvariante sind angegeben. Durch 
lineare Regression der apparenten Assoziationsraten in Abhängigkeit der 
Ligandenkonzentration wurden kon (µM-1 s-1) und koff (s-1) ermittelt. Fehlerangaben sind die 
Standardfehler aus dieser Analyse. Alle Ergebnisse wurden in unabhängigen Experimenten 
reproduziert. Der Quotient koff/kon entspricht der Bindungskonstante KD (µM). 
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Tabelle A 3: Parameter der Faltungsanalysen zu den SH3C-Domänen mit unterschiedlicher Linkerlänge 
 Variante von SH3C kNU (s-1) mNU (M-1) kUN (s-1) mUN (M-1) [GdmCl]M (M) G15 °C (kJ mol-1) m (kJ mol-1 M-1) T 
H
om
o sapiens 
200 0,0465 1,04 19,95 -2,70 1,62 14,52 8,97 0,72
222 0,0777 0,89 34,00 -3,33 1,44 14,57 10,13 0,79
229* 0,0392 1,08 21,15 -2,69 1,67 15,07 9,03 0,71
229 PAPA 0,0867 0,95 37,83 -3,54 1,36 14,56 10,73 0,79
233 0,1454 0,94 25,41 -3,54 1,15 12,37 10,73 0,79
234* 0,0991 0,97 22,46 -3,11 1,33 13,00 9,77 0,76
235* 0,1287 0,88 22,65 -3,29 1,24 12,39 9,99 0,79
236* 0,1151 0,93 19,57 -3,14 1,26 12,30 9,75 0,77
237* 0,1979 1,09 29,10 -3,05 1,20 11,96 9,93 0,74
238 P238A 0,1381 0,90 33,44 -3,25 1,32 13,15 9,94 0,78
239 0,0956 1,09 15,91 -3,43 1,13 12,25 10,83 0,76
239 I239G 0,3284 1,22 0,51 -3,00 0,10 1,04 10,12 0,71
240 - - - - - - - - 
G
allus gallus
200
transPro238 0,2315 0,89 41,72 -3,27 1,25 12,44 9,98 0,79
cisPro238 0,1649 0,99 7,71 -3,57 0,84 9,21 10,94 0,78
233
transPro238 0,2301 1,03 30,90 -2,45 1,41 11,74 8,33 0,70
cisPro238 0,2209 1,07 5,19 -1,90 1,01 7,56 7,11 0,64
237 0,1979 1,09 29,10 -3,05 1,20 12,00 9,93 0,74
Die jeweilige Spezies, die Proteinvariante und die jeweilige Domäne sind angegeben. Aus den Chevron-Auftragungen (Abbildung 3-12 und 
Abbildung 3-13) wurden die mikroskopischen Raten der Ent- (kNU) und Rückfaltung (kUN) in Abwesenheit von Denaturierungsmittel sowie die 
dazugehörigen Kooperativitätsparameter (mNU, mUN) berechnet. Daraus ergeben sich der kinetische Kooperativitätsparameter m, die freie 
Enthalpie der Entfaltung bei 15 °C G15 °C, die GdmCl-Konzentration am Übergangsmittelpunkt [GdmCl]M und der Tanford-Wert T als Maß für die 
Lösungsmittelzugänglichkeit des Übergangszustandes. Varianten, die mit (*) gekennzeichnet sind, wurden von Tatjana Theer im Rahmen ihrer 
Bachelorarbeit untersucht, die von mir betreut wurde. (-) Es war keine Auswertung der Daten möglich. 
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Tabelle A 4: Parameter der Faltungsanalysen der HsSH3N-SH3CPS Varianten mit Sequenzvariationen im Linkerbereich vor Pro238 
 Proteinvariante Domäne kNU (s-1) mNU (M-1) kUN (s-1) mUN (M-1) [GdmCl]M (M) G15 °C (kJ mol-1) m (kJ mol-1 M-1) T 
H
sS
H
3
N-S
H
3
C I239F V
272M
 
N233A 
SH3N 0,0013 0,90 1,10 -2,40 2,05 16,15 7,89 0,73 
SH3C 0,1305 1,10 20,55 -2,44 1,43 12,12 8,48 0,69 
L234A 
SH3N 0,0014 0,88 2,24 -2,99 1,90 17,67 9,23 0,77 
SH3C 0,2068 0,95 30,09 -3,70 1,07 11,93 11,14 0,80 
Q235A 
SH3N 0,0015 0,90 1,84 -2,64 2,01 17,04 8,49 0,75 
SH3C 0,1096 1,09 33,98 -2,63 1,54 13,74 8,90 0,71 
N236A 
SH3N 0,0018 0,86 1,56 -2,53 2,00 16,21 8,12 0,75 
SH3C 0,2140 0,92 28,49 -3,17 1,20 11,72 9,80 0,78 
G237A 
SH3N 0,0012 0,97 1,50 -2,41 2,11 17,08 8,11 0,71 
SH3C 0,1654 0,98 25,71 -2,81 1,33 12,09 9,08 0,74 
Die jeweilige Spezies, die Proteinvariante und die jeweilige Domäne sind angegeben. Aus den Chevron-Auftragungen (Abbildung 3-14) wurden die 
mikroskopischen Raten der Ent- (kNU) und Rückfaltung (kUN) in Abwesenheit von Denaturierungsmittel sowie die dazugehörigen 
Kooperativitätsparameter (mNU, mUN) berechnet. Daraus ergeben sich der kinetische Kooperativitätsparameter m, die freie Enthalpie der Entfaltung 
bei 15 °C G15 °C, die GdmCl-Konzentration am Übergangsmittelpunkt [GdmCl]M und der Tanford-Wert T als Maß für die 
Lösungsmittelzugänglichkeit des Übergangszustandes. 
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Tabelle A 5: Parameter der Faltungsanalysen der HsSH3N-SH3CPS Varianten mit Sequenzvariationen im Faltblattstrang zu Met272 
 Proteinvariante Domäne kNU (s-1) mNU (M-1) kUN (s-1) mUN (M-1) [GdmCl]M (M) G15 °C (kJ mol-1) m (kJ mol-1 M-1) T 
H
sS
H
3
N-S
H
3
C I239F V
272M
 
V267G 
SH3N 0,0015 0,92 1,61 -2,56 2,01 16,71 8,34 0,74 
SH3C - - - - - - - - 
T268G 
SH3N 0,0013 0,92 1,42 -2,37 2,13 16,77 7,87 0,72 
SH3C - - - - - - - - 
K269A 
SH3N 0,0020 0,77 1,87 -2,73 1,95 16,39 8,39 0,78 
SH3C 0,1707 0,99 21,71 -2,36 1,45 11,61 8,02 0,70 
I270G 
SH3N 0,0020 0,85 2,48 -2,82 1,94 17,06 8,80 0,77 
SH3C - - - - - - - - 
N271A 
SH3N 0,0015 0,89 1,43 -2,40 1,08 16,44 7,89 0,73 
SH3C 0,2262 1,02 12,90 -2,73 1,08 9,69 8,98 0,73 
S273G 
SH3N 0,0014 0,91 1,75 -2,51 2,08 17,08 8,20 0,73 
SH3C 0,1159 1,04 17,96 -3,06 1,23 12,08 9,83 0,75 
Q275A 
SH3N 0,0012 0,93 1,47 -2,58 2,02 17,04 8,42 0,73 
SH3C 0,2742 1,01 34,69 -3,37 1,11 11,60 10,50 0,77 
Q297E 
SH3N 0,0015 0,90 1,94 -2,64 2,02 17,17 8,48 0,75 
SH3C 0,1184 1,11 30,81 -2,84 1,41 13,32 9,46 0,72 
Die jeweilige Spezies, die Proteinvariante und die jeweilige Domäne sind angegeben. Aus den Chevron-Auftragungen (Abbildung 3-16) wurden die 
mikroskopischen Raten der Ent- (kNU) und Rückfaltung (kUN) in Abwesenheit von Denaturierungsmittel sowie die dazugehörigen 
Kooperativitätsparameter (mNU, mUN) berechnet. Daraus ergeben sich der kinetische Kooperativitätsparameter m, die freie Enthalpie der Entfaltung 
bei 15 °C G15 °C, die GdmCl-Konzentration am Übergangsmittelpunkt [GdmCl]M und der Tanford-Wert T als Maß für die 
Lösungsmittelzugänglichkeit des Übergangszustandes. (-) Es konnten keine Faltungskinetiken aufgezeichnet werden. 
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Tabelle A 6: Parameter aus den Analysen der Doppelmischexperimente 
 
schnelle Reaktion/ 
konformationelle 
Faltung 
langsame Reaktion/ 
Prolin-limitierte 
Faltung 
Proteinvariante and Experiment 
1 
(s-1) 
a1 
(V) 
1 
(%) 
2 
(s-1) 
a2 
(V) 
2 
(%) 
unterbrochene Rückfaltung       
HsSH3C 6,09 1,02 59 0,035 0,72 41 
HsSH3C P238A 5,83 0,98 64 0,010 0,55 36 
HsSH3N-SH3C 7,98 0,51 55 0,042 0,41 45 
HsSH3N-SH3C P238A 8,20 0,50 59 0,012 0,35 41 
GgSH3C 9,00 1,39 68 0,026 0,66 32 
GgSH3C P238A 7,47 1,29 70 0,028 0,56 30 
GgSH3N-SH3C 2,53 0,46 75 0,048 0,15 25 
GgSH3N-SH3C P238A 5,72 0,39 61 0,020 0,25 39 
unterbrochene Rückfaltung + 
Ligandenbindung       
HsSH3N 1,56 0,54 75 0,026 0,18 25 
HsSH3N-SH3C 1,03 0,62 68 0,045 0,29 32 
GgSH3N 1,15 0,53 72 0,010 0,21 28 
GgSH3N-SH3C 0,62 0,62  0,007 -0,26  
GgSH3N-SH3C P238A 1,32 0,50 64 0,018 0,28 36 
unterbrochene Entfaltung (pH 7.4)       
HsSH3C 1,19 2,64 100 0,004 -1,00 38 
HsSH3C P238A 1,37 2,75 100 0,009 -0,67 24 
HsSH3N 0,02 0,97 100    
HsSH3N-SH3C 
SH3N 0,03 0,90 100    
SH3C 1,22 0,91 100 0,003 -0,54 60 
HsSH3N-SH3C P238A 
SH3N 0,03 0,94 100    
SH3C 1,74 0,94 100 0,005 -0,44 47 
GgSH3C 
cisPro238 4,02 0,92 100 0,035 -0,61 66 
transPro238 2,52 2,33 100 0,006 -0,48 21 
GgSH3C P238A 3,97 1,81 100 0,017 -0,40 22 
GgSH3N 0,05 0,75 100    
GgSH3N-SH3C 
SH3N 0,08 0,91 100    
SH3C 2,79 1,31 100 0,038 -0,64 49 
GgSH3N-SH3C P238A 
SH3N 0,13 0,96 100    
SH3C 3,02 1,78 100 0,022 -1,05 59 
Fortsetzung von Tabelle A 6 auf der nächsten Seite 
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Fortsetzung der Tabelle A 6 
 
schnelle Reaktion/ 
konformationelle 
Faltung 
langsame Reaktion/ 
Prolin-limitierte 
Faltung 
Proteinvariante and Experiment 
1 
(s-1) 
a1 
(V) 
1 
(%) 
2 
(s-1) 
a2 
(V) 
2 
(%) 
unterbrochene Entfaltung (pH 2)       
HsSH3N-SH3C 
SH3N 1,50 0,99 100 0,002 -0,37 37 
SH3C    0,001 -0,44  
GgSH3C cisPro238    0,005 -0,71  
 transPro238    0,004 -0,81  
GgSH3C P238A    0,008 -0,55  
GgSH3N 2,68 2,07 100 0,006 -0,60 29 
GgSH3N-SH3C 
SH3N 2,96 1,73 100 0,013 -0,60 35 
SH3C 2,79 -0,56  0,007 -0,30  
GgSH3N-SH3C P238A 
SH3N 2,62 1,45 100 0,006 -0,56 39 
SH3C    0,009 -0,38  
unterbrochene Entfaltung (pH 2) + 
C3G18 
      
GgSH3N-SH3C 
SH3N 3,08 1,64     
SH3C 1,37 -0.27     
GgSH3N-SH3C P238A SH3N 2,23 1,44     
Tabelle A 6 fasst die numerischen Ergebnisse der Amplitudenverläufe aller 
Doppelmischexperimente (vgl. 3.1.3) zusammen. Das jeweilige Experiment, das 
analysierte Protein sowie die Domäne, die das Signal der Auslesereaktion verursachte 
sind angegeben. Die Verläufe wurden durch Angleich von Exponentialfunktionen 
ausgewertet. Die somit erhaltenen Raten i und die entsprechenden Amplituden ai sind 
angegeben. Der prozentuale Anteil der einzelnen Amplituden an der aufgezeichneten 
Gesamtreaktion i ist in Prozent angegeben. 
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Tabelle A 7: Verwendete Parameter für die theoretischen Berechnungen zur Interaktion 
von GgSH3N-SH3C und C3G18 
mikroskopische 
Ratenkonstante berechneter Wert Quellexperiment 
k1 0,004 s-1 
Prolylisomerisierung im entfalteten Protein 
GgSH3C 
k2 0,035 s-1 
Prolylisomerisierung im entfalteten Protein 
GgSH3C 
k3 1,1 s-1 Chevron-Auswertung von GgSH3N-SH3C 
k4 0,0061 s-1 Chevron-Auswertung von GgSH3N-SH3C 
k5 1,1 s-1 Chevron-Auswertung von GgSH3N-SH3C 
k6 0,0061 s-1 Chevron-Auswertung von GgSH3N-SH3C 
k7 0,007 s-1 Funktionsgekoppelter Rückfaltungstest 
k8 0,00133 s-1 Funktionsgekoppelter Rückfaltungstest 
k9 16 µM-1 s-1 · [C3G18] Assoziation von GgSH3N-SH3C mit C3G18 
k10 42 s-1 Assoziation von GgSH3N-SH3C mit C3G18 
k11 71 µM-1 s-1 · [C3G18] Assoziation von GgSH3N mit C3G18 
k12 50 s-1 Assoziation von GgSH3N mit C3G18 
k13 0,0032 s-1 
Rate der Prolylisomerisierung und 
Gleichgewichtsverschiebung durch 
Ligandenbindung 
k14 0,0048 s-1 
Rate der Prolylisomerisierung und 
Gleichgewichtsverschiebung durch 
Ligandenbindung 
Tabelle A 7 fasst alle Parameter zusammen, die für kinetische Simulationen verwendet 
wurden. Die mikroskopische Ratenkonstante gemäß einem Sechs-Spezies-
Doppelboxmodell (Abbildung 3-24), der ermittelte Wert, sowie das entsprechende 
Experiment sind angegeben. 
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Tabelle A 8: Parameter aus der Faltungsanalyse von HsCrkII und Hs-pCrkII 
 Domäne kNU (s-1) 
mNU 
(M-1) 
kUN 
(s-1) 
mUN 
(M-1) 
[GdmCl]M 
(M) 
G15 °C 
(kJ mol-1) 
m 
(kJ mol-1 M-1
) 
T 
H
sC
rkII 
SH2 - - -  - - - - 
SH3N 0,0023 0,766 5,33 -4,21 1,56 18,6 11,9 0,85 
SH3C 0,1036 0,893 49,6 -4,23 1,20 14,8 12,3 0,83 
pC
rkII 
SH2 - - - -3,31 - - - - 
SH3N 0,0015 0,847 6,63 -3,91 1,76 20,1 11,4 0,82 
SH3C 0,0314 1,111 14,8 -2,64 1,64 14,7 8,99 0,70 
Tabelle A 8 fasst die Parameter der Faltungsanalyse aus Abbildung 3-30b zusammen. 
Die mikroskopischen Raten der Ent- (kNU) und Rückfaltung (kUN) in Abwesenheit von 
Denaturierungsmittel sowie die dazugehörigen Kooperativitätsparameter (mNU, mUN) 
wurden nach einem Zwei-Zustands-Modell berechnet. Daraus ergeben sich der 
kinetische Kooperativitätsparameter m, die freie Enthalpie der Entfaltung bei 15 °C 
G15 °C, die GdmCl-Konzentration am Übergangsmittelpunkt [GdmCl]M und der Tanford-
Wert T als Maß für die Lösungsmittelzugänglichkeit des Übergangszustandes. (-) Es 
konnten keine Werte bestimmt werden, da die Faltung nicht nach einem Zwei-Zustands-
Modell verläuft. 
 
 
 
 
Tabelle A 9: Katalytische Effizienz der untersuchten Triggerfaktoren gegenüber 
Peptidsubstraten bei unterschiedlichen Temperaturen 
TF Temperatur kkat/KM (mM-1 s-1) Abz-AXPF-pNA 
  Ala Lys Leu Phe Glu 
PhTF 
5 °C 60 6 50 213 3 
15 °C 106 20 117 924 56 
25 °C 117 66 517 1052 29 
Ec TF 
5 °C 1467 125 1840 3153 43 
15 °C 2190 249 2950 4740 164 
25 °C 2630 280 3342 6820 188 
TmTF 
5 °C 12 10 53 266 30 
15 °C 12 23 72 230 63 
25 °C 79 77 336 396 15 
Tabelle A 9 gibt die katalytische Effizienz (kkat/KM) gegenüber Peptidsubstraten für die 
TFs aus verschiedenen Organismen bei unterschiedlichen Reaktionstemperaturen an. 
Die Werte wurden für die Erstellung der Abbildung 3-37 und Abbildung 3-38 verwendet. 
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Tabelle A 10: Katalytische Effizienz der untersuchten Triggerfaktoren bei 15 °C 
gegenüber dem Proteinsubstrat N2 mit unterschiedlichen Aminosäureresten vor Pro161 
 kkat/KM (mM-1 s-1) XP-N2 
 Ala Lys Leu Phe Glu 
PhTF 2962 1908 4666 6325 1175 
EcTF 6566 4844 9928 7810 3508 
TmTF 340 370 1300 230 290 
Tabelle Tabelle A 10 gibt die katalytische Effizienz (kkat/KM) gegenüber dem 
Modellprotein XP-N2 für die TFs aus verschiedenen Organismen bei 15 °C an. Die 
Werte wurden für Erstellung der Abbildung 3-37 verwendet. 
 
 
 
 
 
 
Tabelle A 11: Katalytische Effizienz der untersuchten Triggerfaktoren gegenüber RCM-
T1 bei unterschiedlichen Temperaturen 
  kkat/KM (mM-1 s-1)
 Temperatur RMC-T1 
PhTF 
5 °C 272 
15 °C 639 
25 °C 826 
EcTF 
5 °C 327 
15 °C 958 
25 °C 4236 
TmTF 
5 °C 2 
15 °C 5 
25 °C 44 
Tabelle A 11 gibt die katalytische Effizienz (kkat/KM) der untersuchten TFs gegenüber 
RCM-T1 bei 5 °C, 15 °C und 25 °C an. Die Werte wurden durch lineare Regression der 
apparenten Raten als Funktion der Enzymkonzentration (Abbildung 3-39) erhalten. 
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7.3 Verwendete Oligodesoxyribonukleotide 
 
T7-Promotor 5’ - TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG - 3’ 
T7-Terminator 5’ - GTT ATG CTA GTT ATT GCT CA - 3’ 
His6-SUMO_NdeI (+) 5’ – GGG AAT TCC ATA TGG GCA GCA GCC ATC ATC – 3’ 
SUMO_BsaI (-) 5’ – GGA TCC TGA GGT CTC TAC CAC CAA T - 3’ 
c-CrkII aus dem Mensch  
HsCrkII_AS1_BsaI (+) 5’ - ATG GTC TCT TGGT ATG GCG GGC AAC TTC GAC - 3’ 
HsCrkII_AS304_BamHI (-) 5’ – CGG GAT CCT CAG CTG AAG TCC TCA TCG GG - 3’ 
SH2_BamHI (-) 5’ – CGG GAT CCT CAA CTA CCC TGC CTG GAT CTG - 3’ 
SH3N_BsaI (+) 5’ - ATG GTC TCT TGGT AGT GGA GTG ATT CTC AGG CAG 
- 3’ 
SH3N_BamHI (-) 5’ – CGG GAT CCT CAC GAT ACT GAG GCG GAG GCA - 3’ 
233SH3C_BsaI (+) 5’ - ATG GTC TCT TGG TAA CCT CCA GAA TGG GCC CA - 
3’ 
cCrkII_P238A+ 5’ - GCC ATA TAT GCC AGG GTT ATC CAG AAG - 3’ 
cCrkII_P238A- 5’ - CCC ATT CTG GAG GTT AGG GAG CG - 3’ 
cCrkII_I239F+ 5’ - CCC TTT TAT GCC AGG GTT ATC CAG AAG - 3’ 
cCrk_Y222F+ 5’ - TTC GCC CAA CCC AGC GTC AAC ACT C - 3’ 
cCrk_Y222F- 5’ - GGG CCC AGG CTC CGG CCC A - 3’ 
Hs_Y252F+ 5’ - TTC GAC AAG ACA GCC TTG GCT T - 3’ 
Hs_Y252F- 5’ - GGC ATT GGG GAC TCG CTT CT - 3’ 
BE-SUMO_(-) 5’ – ACC ACC AAT CTG TTC TCT GTG AGC C - 3’ 
200flSH3C_BE_(+) 5’ - GCT CTG ATT GGA GGT AAC CAG GAG GGT TCC CAC 
CCA CAG CCA - 3’ 
222SH3C_BE_(+) 5’ - GCC CAA CCC AGC GTC AAC ACT CCG CTC CCT AAC 
CT - 3’ 
240SH3C_BE_(+) 5’ - TAT GCC AGG GTT ATC CAG AAG CGA GTC CCC AAT 
GCC - 3’ 
238ASH3C_BE_(+) 5’ - GCC ATA TAT GCC AGG GTT ATC CA - 3’ 
239SH3C_BE_(+) 5’ - ATA TAT GCC AGG GTT ATC CAG A - 3’ 
Hs229SH3CPAPA(+) 5’ - ACT GCG CTC GCT AAC CTC CAG - 3’ 
HS231SH3C 5’ - CTC CCT AAC CTC CAG AAT GGG - 3’ 
HsCrk_V272M(+) 5’ - ATG AGT GGT CAG TGG GAA GG - 3’ 
HsCrk_V272M(-) 5’ - ATT AAT CTT CGT AAC CTT TAC CAG - 3’ 
Hs_PLP_AAA_(+) 5’ - ACT GCG GCC GCT AAC CTC CAG A - 3’ 
Hs_PLP_AAA_(-) 5’ - GTT GAC GCT GGG TTG GGC ATA     - 3’ 
Hs_I270G_VM_(+) 5’ - GGT AAT ATG AGT GGT CAG TGG GAA - 3’ 
Hs_I270G_VM_() 5’ - CTT CGT AAC CTT TAC CAG CTC ACC - 3’ 
Hs_AFM_(+) 5’ - GCC TTT TAT GCC AGG GTT ATC CAG AAG - 3’ 
PEP_AAA_(-) 5’ - GCG GCG GCT GGG CCC TAT GC - 3’ 
PEP_AAA_(+) 5’ - CCC ACC CAG TGG CTG TGG GT - 3’ 
HsFM_N271A(+) 5’ - ATT GCT ATG AGT GGT CAG TGG GAA - 3’ 
HsFM_V267G(-) 5’ - CTT TAC CAG CTC ACC GAC CTC - 3’ 
HsFM_V267G(+) 5’ - GGT ACG AAG ATT AAT ATG AGT GGT C - 3’ 
HsFM_T268G(+) 5’ - GTT GGG AAG ATT AAT ATG AGT GGT C - 3’ 
HsFM_K269A(+) 5’ - GTT ACG GCG ATT AAT ATG AGT GGT - 3’ 
Hs_233 (-) 5’ - TAG GGA GCG GAG TGT TGA CGC - 3’ 
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Hs_N233A (+) 5’ - GCC CTC CAG AAT GGG CCC TTT TAT - 3’ 
Hs_L234A (+) 5’ - AAC GCC CAG AAT GGG CCC TTT TAT - 3’ 
Hs_Q235A (+) 5’ - AAC CTC GCG AAT GGG CCC TTT TAT - 3’ 
Hs_N236A (+) 5’ - AAC CTC CAG GCT GGG CCC TTT TAT - 3’ 
Hs_G237 (+) 5’ - AAC CTC CAG AAT GCG CCC TTT TAT - 3’ 
Hs_297 (-) 5’ - ATC CAG CAG ACG GAC ATG TGT GAA - 3’ 
Hs_Q297E (+) 5’ - GAA CAG AAT CCC GAT GAG GAC TTC - 3’ 
Hs_Q275A (+) 5’ - ATG AGT GGT GCG TGG GAA GGG GAG - 3’ 
Hs_S273G (+) 5’ - ATG GGT GGT CAG TGG GAA GGG GAG - 3’ 
c-CrkII aus dem Huhn  
GgCrk_1_BsaI_(+) 5’ – ATG GTC TCT TGG TAT GGC AGG GCA ATT CGA TAG -
3’ 
GgCrk_126_BsaI_(+) 5’ – ATG GTC TCT TGG TAG CGG CGT TAT TCT GCG TCA -
3’ 
GgCrk_233_BsaI_(+) 5’ – ATG GTC TCT TGG TAA TCT GCA AAA TGG TCC GTT C
- 3’ 
GgCrk_240_BsaI_(+) 5’ – ATG GTC TCT TGG TTA TGC CCG TGT CAT CCA AAA
AC - 3’ 
GgCrk_305_BamHI_(-) 5’ - AAA ACC CGG ATG AGG ATT TCA GCT AAG GAT CCC G
- 3’ 
GgCrk_126_BamHI_(-) 5’ - TTA GCC GTT CTC GTC AAA ACA GCT AAG GAT CCC G
- 3’ 
GgCrk_199_BamHI_(-) 5’ - TCC GAG TAG CGC TTC AGT TTC TTA AGG ATC CCG -
3’ 
Gg_P238A_(+) 5’ - GCG TTC TAT GCC CGT GTC ATC - 3’ 
Gg_F239I_(+) 5’ - CCG ATC TAT GCC CGT GTC ATC - 3’ 
Gg_238_(-) 5’ - ACC ATT TTG CAG ATT CGG CAG - 3’ 
Gg_M271V(+) 5’ - GTG TCG GGG CAG TGG GAA GGT GA - 3’ 
Gg_M271V(-) 5’ - GTT GAT TTT AGT CAC TTT GAC CAG TT - 3’ 
Abelson-Kinase  
65Abl_BsaI(+) 5’ – ATG GTC TCT TGG TTT GCA CTG TAT GAT TTT GTG 
GC - 3’ 
534Abl_BamHI(-) 5’ - CGG GAT CCT TAG GTC CTC GTC TTG GTG GGC AG - 
3’ 
mitochondriales 
Cyclophilin D 
 
CypD_ BsaI_(+) 
 
5’ – ATG GTC TCT TGG TTG CAG CAA GGG CTC CGG - 3’ 
CypD_BamHI_(-) 5’ - CGG GAT CCT TAT TAG CTC AAC TGG CCA CAG TC - 
3’ 
CypD_R68G_(+) 5’ - GGG GTG ATC CCT TCC TTC ATG - 3’ 
CypD_R68G_(-) 5’ - GTG GAA GGT GGA GCC TTT GTA - 3’ 
CypD_H139Q_(+) 5’ - CAA GTT GTG TTC GGT CAC GTC - 3’ 
CypD_H139Q_(-) 5’ - CTT GCC ATC CAA CCA GTC TGT - 3’ 
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8 Abkürzungsverzeichnis 
 
AEDANS 5-(((Acetylamino)ethyl)amino)naphthalin-1-sulfonsäure 
Amp  Ampicillin 
APS  Ammoniumpersulfat 
AS  Aminosäure 
CD  Circulardichroismus 
cGMP  cyclisches Guanosinmonophosphat 
cCMP  Cytidin 2´3´-cyclisches Monophosphat 
Cp  Wärmekapazitätsänderung während der Entfaltung eines Proteins bei 
  konstantem Druck 
Crk  chicken tumor virus 10 regulator of kinase 
c-CrkII  zelluläres CrkII 
Cyp  Cyclophilin 
d  Schichtdicke 
ddH2O  doppelt destilliertes H2O 
dNTP  Desoxyribonukleotid 
DpnI  Restriktionsendonuklease I aus Diplococcus pneumoniae 
DTT  Dithiothreitol 
dYT  double yeast-tryptone-Medium 
Ec  Escherichia coli 
  molarer Extinktionskoeffizient bei der Wellenlänge  
EDTA  N,N,N’,N’-Ethylendiamintetraacetat-Dinatriumsalz 
FRET  Förster-Resonanz-Energie-Transfer 
GdmCl  Guanidiniumchlorid 
Gg  Gallus gallus 
GSH  reduziertes Glutathion 
GSSG  oxidiertes Glutathion 
Hs  Homo sapiens 
IPTG  Isopropyl--D-thiogalactosid 
kapp  apparente Geschwindigkeitskonstante einer Reaktion 
kon  mikroskopische Rate der Assoziation 
koff  mikroskopische Rate der Dissoziation 
KD  Dissoziationskonstante 
Km  Kanamycin 
  apparente Geschwindigkeitskonstante einer Reaktion 
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mCypD mitochondriales Cyclophilin D 
mPTP  mitochondrial permeability transition pore 
Ni-NTA Nickel-Nitrilotriessigsäure 
OD600  optische Dichte bei 600 nm 
PAGE  Polyacrylamidgelelektrophorese 
PCR  polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion) 
Pfu  Pyrococcus furiosus 
Ph  Pseudoalteromonas haloplanktis 
pNa  para-Nitroanilin 
PNK  Polynukleotidkinase 
R  Allgemeine Gaskonstante 
RNase A Ribonuklease A 
RNase T1 Ribonuklease T1 
rpm  rounds per minute (Umdrehung pro Minute) 
RT  Raumtemperatur 
SDS  Natriumdodecylsulfat 
Senp2  Sentrin-specific protease 2 
SH2  Src homology domain 2 
SH3  Src homology domain 3 
SH3C  C-terminale SH3-Domäne von c-CrkII 
SH3N  N-terminale SH3-Domäne von c-CrkII 
SUMO  small ubiquitin like modifier 
TAE-Puffer Tris/Acetat/EDTA-Puffer 
Taq  Thermus aquaticus 
TCEP  Tris-(2-carboxyethyl)phosphinhydrochlorid 
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin 
TF  Triggerfaktor 
Tm  Thermotoga maritima 
Tricin  N-(Tris(hydroxymethyl)-methyl)glycin 
Tris  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
T4-PNK Polynukleotidkinase des Bakteriophagen T4 
TM  Mittelpunkt des thermischen Entfaltungsübergangs 
[]MRW  molare Elliptizität pro Aminosäure (Gradcm2dmol-1) 
U  Unit (Enzymmenge, die unter Standardbedingungen einen Umsatz von 1 µmol 
  Substrat pro min erzeugt) 
v/v  Volumen / Volumen 
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w/v  Gewicht / Volumen 
wt  Wildtyp (Protein mit unveränderter Aminosäuresequenz) 
 
Aminosäuren wurden mit dem üblichen Ein- oder Drei-Buchstabencode, Nukleotide mit dem 
Einbuchstabencode abgekürzt. 
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